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CAPITULO 1. REVISION DE LITERATURA 
 
 
1.1. INTRODUCCIÓN GENERAL A LA TÉCNICA DE HIBRIDACIÓN IN SITU 
 
Las técnicas basadas en biología molecular han tenido un amplio desarrollo en los 
últimos años para el diagnóstico de enfermedades tanto en seres humanos como 
en las diferentes especies animales. El auge de este tipo de técnicas diagnósticas 
alternativas se ha sustentado principalmente en los problemas que presentan los 
métodos microbiológicos tradicionales como por ejemplo la lentitud del crecimiento 
de algunas bacterias, la existencia de distintos perfiles bioquímicos compatibles 
con varios microorganismos y la localización intracelular de algunos de ellos que 
dificulta su detección (Gibello et al., 2001; Cunningham, 2002).  
 
La técnica de hibridización in situ permite detectar secuencias específicas de 
ácidos nucleicos en cortes tisulares, células o cromosomas morfológicamente 
preservados (Boehringer M. Biochemica, 1992; Cunningham, 2002).  
 
Desarrollada originalmente por Pardue and Gall (1969), la técnica se limitó 
inicialmente a los laboratorios de investigación ya que las sondas de detección 
eran marcadas con materiales radioactivos. Posteriormente, con el desarrollo de 
métodos de marcación no radioactivos se ampliaron las posibilidades para su uso 
posibilitando incluso la marcación simultánea de varias secuencias de DNA 
(Boehringer M. Biochemica, 1992; Beesley, 2001).  
 
En contraste con la PCR, la hibridización in situ en combinación con 
inmunohistoquímica ofrece una visualización directa del ADN bacterial o antígenos 
en tejidos afectados y, por medio de la microscopía de luz, observar 
simultáneamente los cambios histopatológicos y la marcación (Jung and Chae, 
2004).  
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1.2. ASPECTOS GENERALES  
 
En general hay dos métodos para llevar a cabo la hibridación: los directos y los 
indirectos. En los métodos directos, el marcador a detectar está unido 
directamente a la sonda de ácidos nucleicos para así formar híbridos que pueden 
ser visualizados microscópicamente sin mediar otro tipo de reacción. Para este 
método es esencial que el marcador permanezca estable en todo el proceso y no 
interfiera con la hibridación. Las sondas marcadas con fluorocromos son el 
ejemplo más característico de este método. En los procedimientos indirectos la 
sonda está marcada con un compuesto que no puede ser visualizado 
directamente, por el contrario, una vez se produce la hibridación, éste necesita ser 
detectado mediante métodos citoquímicos; un ejemplo de este tipo es el complejo 
biotina-streptavidina-peroxidasa (Boehringer M. Biochemica, 1992). 
 
La hibridación in situ es un procedimiento que incluye los siguientes pasos: 
preparación del material biológico, selección y marcación de la sonda, hibridación 
con la sonda marcada, detección de la sonda, microscopía y análisis de la imagen. 
Veamos a continuación cada uno de estos pasos en más detalle.  
 
 
1.2.1. Preparación de las muestras 
 
Las secciones de tejido más comúnmente empleados por la hibridación in situ son: 
tejidos congelados, los cuales son embebidos frescos en un medio de soporte 
especial para ser cortados por medio de un criostato; células en suspensión, las 
cuales pueden ser puestas sobre una lamina y ser fijadas con metanol, y tejidos 
fijados embebidos en parafina (Morel and Cavalier, 2001; GeneDetect, 2008).  
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La preparación de las células y cortes tisulares para la hibridación in situ emplea 
usualmente fijadores de rutina para obtener el máximo de retención de las 
secuencias de ADN de interés y mantener la morfología; dentro de ésto se 
encuentran la solución de metanol/ácido acético (3:1) usada para las 
preparaciones de células y cromosomas, etanol al 70% para células en 
suspensión, metanol o acetona para análisis citológico y formaldehido bufferado al 
4% para cortes histológicos (Boehringer M. Biochemica, 1992; Speel, 1999). Otros 
han obtenido mejor coloración y preservación de la morfología celular y de la 
integridad de los ácidos nucleicos con el uso de paraformaldehido al 4%, con 
respecto a la formalina al 4% (Martinez et al., 1995).  
 
Es importante tener en cuenta el tiempo de fijación con formalina puesto que la 
excesiva fijación provoca una estrecha unión de las proteínas nucleares lo que 
incrementa la complejidad de la estructura celular y condensa la cromatina, lo cual 
hace más difícil la penetración de la sonda y su interacción con el ADN. Entre 
mayor sea el tiempo de fijación, más agresivos tendrán que ser los pasos de 
permeabilización en los pretratamientos y digestión con enzimas. Otros factores 
como la prefijación, la temperatura, el pH y las condiciones de almacenamiento 
deben ser tenidos también en cuenta (Srinivasan et al., 2002, Selvarajan et al., 
2003).  
 
Una vez los tejidos son embebidos en parafina, el tiempo de almacenamiento 
puede influir también en la recuperación de la señal. Así por ejemplo, en un 
estudio para evaluar el uso de la hibridación in situ con fluorescencia en tejidos 
que habían sido archivados por diferentes periodos de tiempo se encontró una 
disminución significativa en el porcentaje de recuperación de la señal en tejidos 
que habían sido mantenidos más de 12 meses con respecto a los que habían 
permanecido menos de 12 meses embebidos en parafina (Selvarajan et al., 2003).  
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1.2.2. Pretratamientos 
 
Debido a que los ácidos nucleicos están normalmente rodeados de proteínas y la 
fijación propicia la unión entrecruzada de las proteínas celulares, es necesario 
hacer algunos pretratamientos para permeabilizar las células y exponer las 
secuencias de interés. Existe una gran variedad de compuestos que se pueden 
usar con este objetivo dependiendo del tipo de muestra, el tipo de fijación, etc., 
algunos de ellos son: HCL diluido, detergentes como saponina, SDS y Triton X-
100 y enzimas proteolíticas como pepsina o proteinasa K. De esta forma se 
desenmascaran las secuencias de ADN o ARN de interés y se facilita el acceso de 
las sondas marcadas y de las moléculas de detección. Estos pretratamientos 
deben ser estandarizados para obtener un balance entre la preservación de la 
morfología celular y una eficiente hibridación (Speel, 1999; Morel and Cavalier, 
2001). En la actualidad existen algunos kits comerciales de pretratamiento los 
cuales combinan diferentes reactivos como el HCL, el tiocianato de sodio, 
proteasas, etc. (Selvarajan et al., 2003). Si el ácido nucléico de interés está 
localizado en el núcleo, la digestión con enzimas proteolíticas debe ser mayor; del 
mismo modo, los tejidos fijados con formalina al 4% requieren un mayor tiempo de 
digestión que aquellos fijados con paraformaldehido al 4% (Martinez et al., 1995).   
 
El tratamiento de las muestras con anhídrido acético (acetilación) suele ser 
recomendado en algunos protocolos para prevenir la unión no específica de la 
sonda a algunos componentes del tejido o a la poly-L-lysine de las láminas 
(
Para la hibridación de secuencias de ADN, el ADN de la muestra debe ser 
desnaturalizado. Esto puede conseguirse mediante pH extremamente alcalinos o 
por calentamiento. Deben evaluarse variaciones en los tiempos y temperaturas 
para encontrar las mejores condiciones de desnaturalización. En el caso de usar 
sondas de doble cadena, tanto la sonda como la secuencia de interés deben ser 
Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000).  
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desnaturalizadas simultáneamente (Boehringer M. Biochemica, 1992; Morel and 
Cavalier, 2001). 
 
Cuando se usa una enzima para la marcación existe el inconveniente de que 
muchas de éstas están normalmente presentes en diversas células y tejidos del 
huesped, por lo cual la actividad de esta enzima endógena debe ser inactivada. 
Para procedimientos con peroxidasa, por ejemplo, esto se logra con el tratamiento 
de la muestras con peroxido de hidrógeno en metanol. Para el uso de fosfatasa 
alcalina, puede emplearse levamisol (GeneDetect, 2008).  
 
Para la detección de secuencias de ADN se puede remover el RNA endógeno, 
mediante el empleo de RNAasa, y de este modo reducir el “ruido” de la señal. Este 
procedimiento puede ser empleado también como control negativo en 
hibridaciones con secuencias de ARN.  
 
Muchos autores recomiendan incluir un último paso previo a la hibridación, 
también llamado de pre-hibridación, el cual consiste en la incubación de la 
muestra con una solución conteniendo los mismos ingredientes que el buffer de 
hibridación con la excepción de la sonda. Con este paso se busca que ocurran 
todas las posibles uniones no específicas antes de que la sonda sea introducida 
en el procedimiento, reduciendo de esta forma el “background” (Chesselet, 1990; 
Morel and Cavalier, 2001).  
 
1.2.3. Hibridación  
 
La hibridación dependerá de la habilidad del ADN desnaturalizado de la sonda 
para realinearse con las cadenas complementarias del blanco bajo las condiciones 
apropiadas y estando en un punto cercano a su punto de fusión (melting point 
(Tm)). El Tm es la temperatura a la cual la mitad del ADN está presente en la 
forma de cadenas simples (desnaturalizado), éste es directamente dependiente de 
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la cantidad de GC: a mayor cantidad de pares de GC mayor será el valor del Tm 
(Boehringer M. Biochemica, 1992, Luque y Herraez, 2001; Morel and Cavalier, 
2001). 
 
El Tm y la renaturalización del ADN son influidos de manera importante por cuatro 
parámetros: la temperatura, el pH, la concentración de cationes monovalentes y la 
presencia de solventes orgánicos.  
 
- Temperatura: Generalmente se sostiene que la tasa máxima de 
renaturalización (hibridación) del ADN es a 25oC, pero pueden haber algunas 
variaciones. Dependiendo los reactivos empleados y demás condiciones de 
hibridación, generalmente está entre 16 a 32o
 
C por debajo del valor del Tm.  
- pH: Normalmente la tasa de renaturalización no se ve alterada por el pH, 
siempre y cuando su valor esté entre 5 a 9. Generalmente se usan buffers con 
pH 6.5 – 7.5 pero se pueden usar pH mayores para producir condiciones más 
astringentes.  
 
- Cationes monovalentes: Los cationes monovalentes (iones sodio) interactúan 
electrostáticamente con los ácidos nucleícos (principalmente los grupos 
fosfato), de tal suerte que la repulsión electroestática entre el par de cadenas 
disminuye al incrementar la concentración de sal (altas concentraciones de sal 
incrementan la estabilidad del híbrido). Las bajas concentraciones de sal 
también afectan drásticamente el Tm y la tasa de renaturalización al disminuir 
sus valores.  
 
- Formamida: Es un solvente orgánico que comúnmente se emplea para reducir 
la estabilidad termal de la doble cadena y de esta forma poder hacer la 
hibridización a temperaturas más bajas preservando la morfología.  De esta 
forma la hibridización se puede hacer a 30-45oC cuando la formamida está 
 17 
presente en la solución (Boehringer M. Biochemica, 1992, Luque y Herraez, 
2001; Morel and Cavalier, 2001). 
 
Los anteriores factores determinan la denominada astringencia o rigor de la 
hibridación la cual se define como el grado de especificidad en el apareamiento 
conseguido en los híbridos; es decir, supone una medida de la capacidad de 
reconocimiento mutuo de las dos secuencias. De este modo, entre más rigor tenga 
la hibridación solamente serán estables los híbridos que estén apareados 
completamente y viceversa (Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000; 
- Longitud de la sonda: La tasa de renaturalización del ADN en solución es 
proporcional a la raíz cuadrada de la longitud del fragmento. 
Consecuentemente, las tasas máximas de hibridación son obtenidas con 
sondas largas; sin embargo, para la hibridación in situ es necesario emplear 
sondas cortas para que ellas puedan difundirse en la densa matriz celular.  
Luque y 
Herraez, 2001). 
 
Adicional a las variables anteriormente mencionadas existen otros factores que 
deben ser también considerados; dentro de éstos se encuentran los siguientes:  
 
 
- Concentración de la sonda: La concentración de la sonda afecta la tasa a la 
cual se forman las primeras pares de bases, conocido como reacción de 
nucleación, lo cual es un paso limitante en la hibridación. De este modo, a 
mayor concentración de la sonda, mayor la tasa de realineación.  
 
- Composición de la sonda: Las sondas con una mayor proporción de G-C 
tienden a formar uniones más estables, ya que estas dos bases forman 
enlaces con tres hidrógenos, a diferencia de las bases A-T que lo forman con 
dos.  
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- Dextran sulfato: En soluciones acuosas el dextran sulfato está fuertemente 
hidratado. La consecuencia de esto es que las macromoleculas no tienen 
acceso al agua, lo cual tiene un efecto de aparente incremento en la 
concentración de la sonda y por ende a unas tasas de hibridación más altas.   
 
- Unión desacertada de bases (mismatch): La unión incorrecta de pares de 
bases resulta en la reducción tanto de las tasas de hibridación como en la 
estabilidad termal de los híbridos formados. Para discriminar al máximo entre 
secuencias de ADN estrechamente relacionadas, se aconseja entonces 
hibridar bajo condiciones bastante astringentes (Boehringer M. Biochemica, 
1992; 
 
1.2.4. Lavados post-hibridación 
 
La sonda marcada puede hibridar no específicamente a secuencias con una 
homología cercana pero no enteramente homologa a la secuencia de la sonda. 
Estos híbridos son menos estables que los híbridos perfectamente homólogos. 
Estos pueden ser disociados mediante lavados con varias astringencias, 
manipulando la concentración de formamida, de sal y la temperatura; a 
concentraciones de sal más bajas y a altas temperaturas, mayor la astringencia 
del lavado (Boehringer M. Biochemica, 1992; Morel and Cavalier, 2001). 
 
1.2.5 Observación 
 
Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000).  
Dependiendo del tipo de marcación empleado, para la observación de la señal se 
pueden usar los principales tipos de microscopios conocidos como son el de luz 
convencional, de campo oscuro, de fluorescencia o la microscopia electrónica de 
transmisión. Acoplados a estos sistemas también se pueden emplear sistemas 
computarizados de análisis de imágenes y de este modo obtener valoraciones 
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cuantitativas de la reacción de hibridación (Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000; 
1.3 ASPECTOS ESPECÍFICOS  
 
1.3.1. Tipos de sondas 
 
Para la hibridación in situ se usan básicamente tres tipos de sondas: sondas de 
ADN de doble cadena, de ARN o de ADN de cadena sencilla y sondas de 
oligonucleótidos (Speel, 1999).  Como una alternativa a las anteriores, se han 
desarrollado más recientemente sondas de péptidos de ácidos nucleícos (PNA) 
(Oliveira et al., 2002).  
 
Estas a su vez se pueden clasificar según varios criterios: longitud de la secuencia 
de interés, método de marcaje y detección, longitud de la sonda, método de 
preparación, etc. Este último criterio es el más utilizado, distinguiéndose entre 
sondas preparadas por métodos convencionales y por síntesis química (Luque y 
Herraez, 2001). 
 
La fuerza de unión entre la sonda y la secuencia de interés va a ser diferente 
según el tipo de ácido nucleico empleado, disminuyendo en su orden: ARN:ARN, 
ADN:ARN, ADN:ADN (Boehringer M. Biochemica, 1992; Anderson, 1999; Beesley, 
2001). 
 
- Sondas de oligonucleótidos 
 
Morel and Cavalier, 2001).  
 
 
Los oligonucleótidos sintéticos tienen muchas ventajas. Ellos son disponibles a 
través de métodos de síntesis automatizados, son pequeños, de cadena sencilla y 
resistentes a las RNasas. Su reducido tamaño le brinda una buena posibilidad de 
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penetración, lo cual es considerado uno de los principales factores para tener éxito 
en la hibridación in situ. El hecho de ser de cadena sencilla también obvia la 
posibilidad de renaturalización. Igual que las sondas convencionales, los 
oligonucleótidos pueden ser marcados con fluorocromos, enzimas o con haptenos, 
como la biotina o digoxigenina (Chesselet, 1990; Boehringer M. Biochemica, 1992; 
Anderson, 1999; Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000; 
Estas pueden ser producidas por la inclusión de la secuencia de interés en una 
bacteria la cual es replicada, lisada y el ADN extraído, purificado y cortado 
mediante enzimas de restricción. Por medio del diseño de “primers” adecuados se 
pueden producir también rápidamente con la técnica de PCR. Debido a que la 
sonda es de cadena doble, se requiere su desnaturalización antes de la 
hibridación. Este tipo de sondas son generalmente menos sensibles debido a su 
tendencia de hibridarse entre ellas, por lo cual no son muy usadas actualmente 
(Anderson, 1999; Beesley, 2001; Morel and Cavalier, 2001; GeneDetect, 2008). El 
Beesley, 2001; Morel and 
Cavalier, 2001; GeneDetect, 2008). 
 
- Sondas ADN de cadena sencilla 
 
Tienen ventajas similares a las ondas de oligonucleotidos con la excepción de que 
son mucho más largas, generalmente entre 200 y 500 pares de bases. Ellas 
pueden ser producidas por transcripción reversa de ARN o por la extensión de un 
fragmento generado por una reacción de PCR usando un único “primer”, de esta 
forma la extensión de produce en un solo sentido generando una sola cadena. 
Este método tiene las desventajas de que necesita tiempo para su preparación, se 
emplean reactivos costosos y requiere de buenas habilidades en biología 
molecular (Chesselet, 1990; Anderson, 1999; Beesley, 2001; Morel and Cavalier, 
2001; GeneDetect, 2008). 
 
- Sondas ADN de doble cadena 
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DNA genómico total, aislado del núcleo de un organismo, ha probado también ser 
útil como sonda; este puede ser usado también para ”bloquear” hibridaciones no 
deseadas (Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000).  
 
- Sondas ARN 
 
Las sondas ARN tienen la ventaja que los híbridos ARN-ARN son muy 
termoestables. Son generadas a través de una transcripción in vitro, en la cual se 
emplea una ARN polimerasa la cual sintetiza un fragmento de ARN 
complementario a la secuencia de ADN de interés. Este tipo de sondas son, sin 
embargo, muy difíciles de trabajar ya que son muy sensibles a las RNasas, 
requiriendo una técnica estéril muy escrupulosa (Boehringer M. Biochemica, 1992; 
Anderson, 1999; Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000; Beesley, 2001; Morel and 
Cavalier, 2001; GeneDetect, 2008). 
 
- Péptidos de ácidos nucleícos (PNA) 
 
Son pseudopéptidos sintéticos formados por pares de bases que tienen la misma 
conformación de un ácido nucleico común. Debido a la carga neutra de su 
estructura y sus enlaces, las sondas PNA poseen características muy favorables 
para la hibridación como su alta especificidad, fuerte afinidad, rápida cinética y la 
ausencia de repulsión electroestática, con lo cual se pueden obtener mejores 
resultados en blancos como ARNr. Adicionalmente, la relativa hidrofobicidad de 
las sondas PNA les permite penetrar la pared celular hidrofóbica de las bacterias 
con mayor facilidad (Oliveira et al., 2002, Lehtola et al., 2006). Usando péptidos de 
ácidos nucleicos puede superarse el problema del acceso de las sondas a los 
tejidos, ya que debido a su estructura neutral éstos pueden difundirse a través de 
las paredes celulares hidrofóbicas y permitir la hibridación sin ningún 
pretratamiento (Moter and Göbel, 2000). 
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1.3.2. Métodos de marcación 
 
Hay dos formas básicas para la marcación de las sondas: marcándolas al mismo 
tiempo que se preparan (incluyendo los nucleótidos marcados en el momento de 
la síntesis) o marcándola tras haber completado su síntesis.   
 
- Al momento de la síntesis:  
 
- Método de traslado del corte (nick translation):  En este tipo de marcación el ADN 
es cortado por una desoxirribonucleasa, dando lugar a cortes o “nicks” en las 
cuales existen grupos 3’-OH y 5’-P libres, para que posteriormente por medio de 
polimerasas algunos nucleótidos sean retirados y reemplazados por unos 
marcados. El tamaño de la sonda después de la reacción puede ser de 200 a 500 
pb y la cantidad de ADN marcado de 200 ng bajo condiciones estándar usando 
100 ng a 3 ug de ADN (Boehringer M. Biochemica, 1992; Anderson, 1999; 
Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000; Luque y Herraez, 2001; Morel and Cavalier, 
2001).  
 
- Método de iniciación o cebado al azar (random primed): En la marcación por este 
método se utiliza la enzima de Klenow para sintetizar nuevo ADN con nucleótidos 
marcados a partir del extremo 3’OH del primer alineado. La enzima de Klenow es 
el fragmento grande de la DNA polimerasa I; esta enzima posee la actividad 
exonucleasa 3’–5’ de la DNA polimerasa I intacta, pero le falta la actividad 
exonucleasa 5’-3’. Debido a esto, la síntesis de la sonda se hace exclusivamente 
por extensión del primer y no por “nick translation”. El tamaño de la sonda 
producida va de 100 a 800 pb y la cantidad de ADN marcado es de 350 a 600 ng 
en los ensayos estándar cuando se usan 10 ng a 3 ug del ADN original 
(Boehringer M. Biochemica, 1992; Anderson, 1999; Schwarzacher and Heslop-Harrison 
P, 2000; Luque y Herraez, 2001; Morel and Cavalier, 2001).   
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- Sistema de marcación por PCR: Se basa en la incorporación de nucleótidos 
marcados los cuales se adicionan en la mezcla de la reacción. Comercialmente 
hay disponibles varios tipos de nucleótidos con diferentes marcadores, por 
ejemplo biotin-14-dCTP, que pueden ser incorporados con la misma Taq DNA 
polimerasa comúnmente empleada en la reacción. Entre las ventajas de esta 
técnica sobre las anteriores se pueden citar: se necesitan cantidades mucho más 
pequeñas de la secuencia molde para generar la sonda, no se necesitan pasos de 
purificación y la cantidad de sonda generada es mayor (Mertz et al., 1994; 
Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000; Morel and Cavalier, 2001).  
 
- Posterior a la síntesis  
 
- Marcaje terminal: En este caso se aplica una modificación enzimática a las 
cadenas de ácido nucleico existentes mediante la incorporación de uno o varios 
nucleótidos marcados a uno o ambos extremos de la sonda de ADN o ARN 
(Chesselet, 1990; Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000;
El empleo de sondas de ADN o ARN como herramientas analíticas para localizar 
secuencias de interés por ensayos de hibridación requiere obligatoriamente un 
proceso de marcaje de la sonda que permita su detección. La molécula o grupo 
marcador puede ser de distinta naturaleza, siempre y cuando se pueda detectar su 
 Luque y Herraez, 2001).  
 
- Marcaje con polinucleótido quinasa: Este método no depende de la existencia de 
una cadena o molde y por lo tanto puede emplearse para cualquier tipo de sonda 
de ADN, sencillo o doble, o de ARN. Consiste en esencia en un intercambio del 5’-
P terminal de cualquier cadena por el fosfato (marcado) en posición γ de un dNTP 
con la intervención de una polinucleótido quinasa y, opcionalmente, fosfatasa 
alcalina (Luque y Herraez, 2001).  
 
- Tipos de marcadores: 
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presencia de forma directa o indirecta; los marcadores más utilizados son isótopos 
radioactivos, fluorocromos y enzimas. El marcaje debe ser estable bajo diversas 
condiciones de temperatura, detergentes, disolventes, etc., y no afectar la reacción 
de hibridación (Luque y Herraez, 2001). 
 
En los últimos 15 años se han desarrollado muchos métodos de marcación no 
radioactivos, los cuales se basan principalmente en la modificación enzimática o 
química de las secuencias de los ácidos nucleicos. Hasta el momento los 
preferidos, ya que hay un buen número de kits comerciales disponibles, incluyen la 
incorporación enzimática de nucleótidos modificados con biotina, digoxigenina, 
dinitrophenyl, estradiol y fluorocromos, principalmente (Speel, 1999).  
 
En general se conocen básicamente dos tipos de marcación: los indirectos usando 
digoxigenina o biotina, o directos usando fluoresceina unida directamente a los 
nucleótidos (Boehringer M. Biochemica, 1992).  
 
- Marcación con biotina: 
La marcación enzimática de ácidos nucleicos con biotina (un miembro del 
complejo de la vitamina B, también llamada vitamina H) fue desarrollada por David 
Ward y colaboradores en la Universidad de Yale (Langer  et al., 1981 (citado por 
Boehringer M. Biochemica, 1992)). La biotina puede ser detectada por anticuerpos 
anti-biotina; sin embargo, se usan con mayor frecuencia la streptavidina o avidina 
dada la alta afinidad de unión que tienen éstas con la biotina. Su uso se ha 
extendido aún más con la mayor variedad de nucleótidos biotinilados disponibles, 
como la adenosina y citosina (Chesselet, 1990, Boehringer M. Biochemica, 1992).   
 
- Marcación con digoxigenina  
Este método se basa en el esteroide aislado de las plantas digitalis (Digitalis 
purpurea y D. lanata). Dado que sus flores y hojas son la única fuente natural de 
digoxigenina, los anticuerpos anti-DIG no se unen a otro material biológico. Su 
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detección está mediada por la alta afinidad de los anticuerpos anti-digoxigenina 
conjugados a la fosfatasa alcalina, peroxidasa, fluoresceina o rodamina 
(Boehringer M. Biochemica, 1992; Beesley, 2001).   
 
- Marcación con fluoresceina  
Como una alternativa se pueden usar nucleótidos marcados con fluoresceina para 
ser usados para su detección directa o indirecta, usando para este último caso 
anticuerpos anti-fluoresceina acoplados a una enzima (Chesselet, 1990, 
Boehringer M. Biochemica, 1992; Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000
1.3.3. Métodos de detección 
).  
 
 
Uno de los sucesos que ha acompañado el desarrollo de la técnica de hibridación 
in situ ha sido la disponibilidad de una gran variedad de métodos de detección 
citoquímicos así como algunas mejoras significativas en la calidad de los 
microscopios de luz y en los sistemas de análisis de imágenes (Speel, 1999). 
 
- Sistemas citoquímicos de detección de sondas  
Después de la hibridación de la sonda, los lavados astringentes y el bloqueo para 
prevenir la unión no específica de los reactivos de detección a las sondas o a las 
láminas de vidrio, los sitios de hibridación pueden ser detectados dependiendo del 
tipo de marcador incorporado en la sonda. El modo más simple para visualizar 
ácidos nucléicos específicos es usar sondas marcadas con fluorocromos, ya que 
el sitio de hidridación puede ser localizado directamente por su fluorescencia. 
Como una alternativa, enzimas como la peroxidasa del rábano picante 
(horseradish peroxidase (HRP)) o fosfatasa alcalina (APasa) pueden ser 
conjugadas químicamente a oligonucleótidos sintéticos lo cual hace posible 
localizar los sitios de hibridación mediante reacciones de precipitación enzimática 
(Figs. 1 a 3). La visualización directa impide la formación de background, el cual 
puede estar presente en la detección citoquímica; sin embargo, en la mayoría de 
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los casos se necesita una mayor sensibilidad en la detección la cual puede 
alcanzarse con los sistemas citoquímicos de detección de sondas o combinando el 
uso de sondas de oligonucleótidos marcados con HRP con la amplificación de la 
señal con CARD (catalyzed reporter deposition). En principio, cualquier método de 
marcación de sonda puede ser combinado con fluorescencia, citoquímica con 
enzimas o procedimientos de visualización con oro-plata coloidal (Speel, 1999).  
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Figura esquemática para mostrar como se da la unión de la biotina, presente en la sonda 
hibridada con el ácido nucleico blanco, y el conjugado de streptavidina-peroxidasa. (Tomada de: 
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/Nucleic-Acid-Detection-and-Genomics-
Technology/Detecting-Nucleic-Acid-Hybridization.html) 
 
La relación señal-ruido dependerá de la cantidad de uniones no específicas de la 
sonda y de las moléculas de detección a las células o a las láminas de vidrio 
(background) en relación a la intensidad de la señal causada por la red citoquímica 
específica acumulada sobre la sonda hibridizada. Los tratamientos para reducir la 
unión no específica incluyen el uso de anhidrido acético, detergentes (Triton X-
100, Tween 20 y SDS), ficoll, polyvinylpyrrolidona, heparina, albúmina sérica 
bovina, DNA genómico no marcado y avidina o streptavidina no marcada para 
bloquear la biotina endógena presente en ciertos tipos de células y tejidos, como 
el riñón e hígado (Speel, 1999). 
 
La mayor ventaja de la detección citoquímica de sondas hibridizadas con 
reacciones de precipitación de enzimas, tiene que ver con la estabilidad en el 
precipitado que resulta, posibilitando el almacenamiento permanente de las 
 27 
preparaciones de células y tejidos. La posibilidad de la combinación de estos 
precipitados con las coloraciones de rutina es una ventaja adicional (Speel, 1999). 
 
Se han desarrollado métodos para las síntesis de oligonucleótidos marcados 
directamente con peroxidasa para disminuir un paso en el proceso de detección y 
de este modo disminuir el posible backgroud (Van Gijlswijk et al., 2000).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Detección del virus del papiloma humano por hibridación in situ empleando sondas 
biotiniladas detectadas mediante el conjugado streptavidina-peroxidasa. (Tomado de: Evans et al., 2003).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Detección del RNAm del glucagón por hibridación in situ mediante sondas de 
oligonucleotidos marcadas con fluoresceína y detectadas con fosfatasa alcalina y NBT/BCIP. 
(Tomado de: Schwarzacher and Heslop-Harrison, 2000).  
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- Detección fluorescente de sondas  
 
El uso de los protocolos para la detección de fluorescencia en hibridación in situ, 
técnica también conocida como FISH, tiene algunas ventajas incluyendo la 
detección fácil y rápida de las sondas marcadas con fluorocromos, alta 
sensibilidad con bajo background endógeno, alta resolución, la posibilidad de 
hacer un análisis múltiple con diferentes fluorocromos y la posibilidad de 
cuantificar la intensidad de la señal. Hay un gran número de fluorocromos 
disponibles con una buena separación espectral, los cuales pueden ser acoplados 
directamente a los nucleótidos o conjugados a moléculas como streptavidina o 
anticuerpos. A pesar de las ventajas mencionadas también existen algunas 
desventajas para su uso como la pérdida de las señales de fluorescencia con la 
exposición a la luz, la alta autofluorescencia en secciones de tejido fijados en 
formalina y embebidos en parafina, dificultades en combinar la técnica de 
fluorescencia con las coloraciones histopatológicas de rutina para exámenes 
morfológicos y las consideraciones económicas y prácticas que deben tenerse 
dados los equipos de microscopía y de captación de imágenes que se requieren 
(Speel, 1999; Beesley, 2001; Morel and Cavalier, 2001, Barken et al., 2007). 
 
Esta técnica es ampliamente usada para evaluar la amplificación de genes y 
aberraciones genéticas en tejidos tumorales (Fig. 4) (Selvarajan et al., 2003).  
 
En asocio con el sistema de amplificación con tiramida, la FISH se ha empleado 
con buenos resultados en la detección de mRNA (Van de Corput et al., 1998).  
 
 
 
 
 
 29 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Figura esquemática para mostrar como se da la hibridación con sondas fluorescentes, en 
este caso para una secuencia de interés en los cromosomas y ejemplo de la imagen que se puede 
obtener en un análisis de cromosomas. (Esquema tomado de: http://www.genome.gov/10000206; Foto tomada de: 
http://bananas.bioversityinternational.org/en/what-we-do-mainmenu-27/understanding-diversity-mainmenu-87.html 
 
- Detección simultánea de sondas 
 
Combinando diferentes tipos de sondas y métodos de marcación es posible hacer 
hibridaciones simultáneas, localizando diferentes regiones en los cromosomas o 
diferentes secuencias de ácidos nucléicos en una misma muestra. La opción de 
usar marcadores que fluorescen con diferentes colores posibilita igualmente 
obtener estos resultados (Boehringer M. Biochemica, 1992). 
 
 
1.3.4 Sistemas de amplificación de la señal 
 
Aunque la sensibilidad en la detección de los procedimientos convencionales de 
hidridación in situ es de aproximadamente 1-5 kb de ADN de interés, y puede 
alcanzar el nivel de una única molécula de mRNA en los sistemas de células 
experimentales más óptimos, estas sensibilidades no pueden lograrse en la 
detección de ácidos nucléicos de rutina, así como en secciones tisulares, debido a 
factores como la accesibilidad y la pérdida de ácidos nucléicos; como 
consecuencia, los límites de detección en cortes de tejidos son aproximadamente 
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de 40 kb de ADN de interés y 10-20 copias de mRNA o ADN viral por célula. 
Debido a lo anterior se han desarrollado muchas estrategias para mejorar los 
niveles así como la eficiencia en la detección de ácidos nucléicos in situ, como son 
los sistemas de amplificación del ADN de interés y de la señal (Speel, 1999).  
 
- Sistemas de amplificación de las secuencias de interés  
 
- PCR in situ 
La técnica de PCR in situ ha sido la más ampliamente estudiada. Después de la 
fijación y permeabilización de las células y tejidos, se hace la amplificación de las 
secuencias de interés por PCR en las células intactas en tubos Eppendorf o 
directamente en secciones tisulares sobre láminas de vidrio. La técnica de PCR in 
situ de células o tejidos en lámina se hace cubriendo las muestras con una mezcla 
de PCR, se pone un cubreobjetos, se sella con aceite mineral para evitar la 
evaporación de los reactivos y se pone en un termociclador adaptado para ello. La 
detección de los productos intracelulares de PCR puede ser hecha indirectamente, 
usando una sonda específica para los productos de PCR, o directamente 
empleando nucleótidos marcados los cuales son incorporados a los productos de 
PCR en los ciclos de temperatura (Retzel et al., 1994, Komminoth and Werner, 
1997; Beesley, 2001). Ray et al. (1995) probaron con buenos resultados una 
variación del procedimiento al no usar aceite mineral, permitiendo la evaporación y 
de este modo concentrar progresivamente la solución de reacción.  
 
En un estudio para la detección del virus de Epstein- Barr se observó una mayor 
sensibilidad usando PCR in situ que hibridación in situ (Kobayashi et al., 1998).  
Por medio del uso de las dos técnicas, PCR in situ y después hibridación in situ, 
es posible demostrar la localización latente de citomegalovirus en células 
endoteliales, macrófagos alveolares y células de la médula ósea en animales 
experimentales (Ray et al., 1995, Koffron et al., 1998).  
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No obstante sus posibles aplicaciones, se han encontrado muchos obstáculos y 
desventajas incluyendo la baja eficiencia en la amplificación, pobre 
reproducibilidad y dificultades en la cuantificación de los resultados. Estas 
dificultades son originadas por varios artefactos como consecuencia de la 
amplificación por PCR in situ, como la inevitable difusión de los productos de PCR, 
la posible generación de amplificaciones extracelulares y la formación de 
secuencias reparadas o uniones inespecíficas, por ejemplo. Debido a esto se hace 
necesario hacer experimentos múltiples de control para permitir la interpretación 
adecuada de los resultados de PCR in situ, así como debiera revisarse la 
especificidad de los ácidos nucléicos amplificados haciendo al mismo tiempo 
hibridación in situ (Komminoth and Werner, 1997, Speel, 1999, Wierdorn et al., 
1999). Koffron et al. (1998) incorporaron con buenos resultados Digoxigenina-11-
dUTP a la mezcla de PCR, como un mecanismo para prevenir la difusión de los 
amplicones de ADN a las células adyacentes no infectadas.  
 
Cuando se trabaja con secciones tisulares, preparadas de muestras de patología 
procesadas con las técnicas de rutina, el éxito de la técnica de PCR es más 
limitado y propenso a falsos negativos (Komminoth and Werner, 1997). 
 
Más recientemente, un paso adicional de transcripción reversa intracelular (RT), 
para generar cDNA de mRNA antes del PCR in situ, se ha usado con éxito para la 
detección de baja cantidad de copias de secuencias de mRNA. Esta modificación 
del PCR in situ ha sido llamado RT-PCR (Komminoth and Werner, 1997). El uso 
de RT-PCR puede prevenir los resultados falsos positivos obtenidos de células no 
viables en una muestra.  Esta ha sido usada por ejemplo para detectar 
microorganismos viables de Renibacterium salmoninarum (Cunningham, 2002).  
También se ha usado para la detección de genes asociados a enfermedades 
tumorales en líneas celulares y cortes de tejidos (Martinez et al., 1995). 
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- Sistemas de amplificación de la señal CARD (Catalyzed Reporter Deposition) 
  
De los sistemas de amplificación de la señal investigados, la amplificación de la 
señal mediante la técnica de CARD ha sido la más prometedora dada la facilidad 
para su uso, rapidez, sensibilidad y que es un sistema eficiente que puede ser 
implementado en los protocolos de hibridación in situ. Esta técnica fue introducida 
originalmente por Bobrow et al. en 1989 para su empleo en ensayos de 
inmunoblot y ELISA y se basa en la deposición mediada por peroxidasa de 
moléculas de tiramida conjugadas con haptenos, las cuales se unen a residuos de 
proteínas ricos en electrones, como tirosina, fenilalanina o triptófano, en sitios 
cercanos donde se ha localizado la actividad de la peroxidasa. La unión de las 
tiramidas a las proteínas es posible por la producción de radicales de oxígeno 
liberados por la peroxidasa. De este modo, si las sondas marcadas con 
peroxidasa son hibridizadas in situ, o las sondas con haptenos son detectadas con 
conjugados de peroxidasa, una cantidad extra de moléculas de haptenos 
(acopladas a la tiramida) pueden ser introducidas en el sitio de hibridización in situ 
por la deposición de la tiramida mediada por la peroxidasa. La visualización de las 
tiramidas depositadas puede ser de manera directa, si se usan tiramidas 
marcadas con fluorocromos, o indirectamente si se emplean como haptenos 
biotina, digoxigenina o di o trinitrophenyl, los cuales pueden ser detectados 
subsecuentemente con anticuerpos anti-haptenos o conjugados de streptavidina 
(Fig. 5). En la actualidad ya se encuentran kits disponibles comercialmente 
(Komminoth and Werner, 1997, Speel, 1999; Morel and Cavalier, 2001). 
 
Con este sistema se han reportado aumentos en la sensibilidad de la hibridación in 
situ en un rango de 2 a 100 veces, lo cual permite la detección de secuencias de 
ADN de 1 a 5 kb. Adicionalmente, se pueden visualizar varias secuencias de ADN 
simultáneamente usando tiramidas conjugadas con diferentes tipos de moléculas 
como digoxigenina y fluorocromos (Speel, 1999). 
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Fig. 5. Figura esquemática para mostrar la deposición de las tiramidas, previamente activadas por 
la acción de la peroxidasa, en sitios cercanos a la reacción de hibridación.  
(Tomada de: http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/Nucleic-Acid-Detection-and-
Genomics-Technology/Detecting-Nucleic-Acid-Hybridization.html 
 
El poder de amplificación de este sistema puede ser aumentado si se hacen ciclos 
adicionales de incubación con la tiramida o si se extiende el periodo de incubación 
hasta 30 minutos (Wierdorn et al., 1999). 
 
Debido a que con la amplificación de la señal con CARD se pueden amplificar 
tanto las señales específicas como las no específicas, es muy importante que se 
eviten al máximo las uniones no específicas de la sonda y su detección. Por tal 
razón el procedimiento necesita ser estandarizado para cada experimento en 
particular. Para obtener señales localizadas de hibridación in situ es necesario 
ajustar parámetros como el número de capas de la detección citoquímica, la 
dilución de los conjugados de detección, la concentración de la tiramida y el 
tiempo de reacción. Adicionalmente, la concentración de la sonda puede ser 
diluida con este sistema lo cual es una ventaja por el ahorro que esto significa 
(Speel, 1999).  
 
Una de las desventajas del sistema de amplificación con tiramida es el incremento 
en el artefacto de difusión el cual es inherente a la reacción ya que la peroxidasa 
cataliza la deposición de las tiramidas biotiniladas cerca al objetivo pero no en su 
Tiramida 
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localización precisa, interfiriendo algunas veces con la ubicación exacta del sitio 
de hibridación. El uso de polyvinil alcohol puede mejorar la exactitud en la 
localización probablemente debido a su alta viscosidad o al volumen de exclusión 
de polimeros; sin embargo, debe tenerse en cuenta que en este caso la intensidad 
de la señal se verá reducida en un 50% aproximadamente (Wierdorn et al., 1999).  
 
Esta técnica ha sido empleada también como un complemento de las técnicas de 
inmunohistoquímica de rutina posibilitando la dilución de los anticuerpos de 5 a 50 
veces con buenos resultados (Von Wasielewski et al., 1997).  
 
Una técnica aún más rápida pero menos sensible en la hibridación in situ es el uso 
de sondas con oligonucleótidos marcados directamente con peroxidasa, lo cual 
posibilita la detección directa al amplificar la señal con tiramidas marcadas con 
fluorocromos (Van Gijlswijk et al., 2000).  Este es un buen método para la 
detección de moléculas escasas de mRNA por medio de FISH, dado que el 
backgroud es marcadamente reducido y el sistema con tiramida es lo 
suficientemente sensible para la detección de sondas de oligonucleótidos 
hibridizadas (Van de Corput et al., 1998).  
 
 
1.4. APLICACIONES DE LA TÉCNICA 
  
La citogenética molecular y los métodos de hibridación in situ han revolucionado el 
entendimiento de la estructura, función, organización y evolución de los genes y el 
genoma. Estas técnicas han posibilitado conocer la secuencia del ADN en los 
cromosomas y la expresión genética a un nivel celular y sub-celular, cambiando el 
modo de aplicar la citogenética en la medicina y ciencias agropecuarias 
(McDougall et al., 1986; Schwarzacher and Heslop-Harrison P, 2000).  
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Se han descrito una gran variedad de aplicaciones diagnósticas y en investigación, haciendo 
esta técnica una parte integral de los estudios relacionados con el mapeo genético, 
procesamiento y transporte de ARN, organización tridimensional del núcleo, genetica 
tumoral, detección de mutaciones, análisis semi-cuantitativos de expresión, entre otras 
(Anderson, 1999; Speel, 1999; Beesley, 2001; Iwanaga et al., 2005). En peces se 
tiene un gran potencial para su aplicación en el mapeo de cromosomas y en el estudio 
genético de poblaciones (Phillips and Reed, 1996).  
 
Numerosos son los reportes en el uso de la hibridación in situ como herramienta 
diagnóstica en la detección de algunas patologias tanto no infecciosas, como la 
diferenciación de neoplasias, como las de origen infeccioso, detectando diferentes 
patógenos en prácticamente cualquier tipo de muestra en medicina humana y animal. A 
continuación se citan algunos ejemplos:  
 
En muestras de origen humano se ha empleado para la detección de 
Staphylococcus aureus (Oliveira et al., 2002), Ehrlichias (Okada et al., 2003), . 
diversos microorganismos en frotis de sangre (Kempf et al., 2000), para la 
localización topográfica del Helicobacter pilori en biopsias gastricas (Camorlinga-
Ponce et al., 2004), para el diagnóstico de diversos tipos de tumores (Selvarajan 
et al., 2003; Yamaguchi et al., 2005), para la detección del virus de la hepatitis C 
(Carvalho et al., 2005), del virus Epstein-Barr (Kobayashi et al., 1998), del 
papilomavirus humano (Nuovo et al., 1991), de citomegalovirus en ratones 
(Koffron et al., 1998), para la detección de hongos como el Penicillium y 
Cladosporium (Sterflinger et al., 1998), y de Mycobacterium avium en muestras de 
agua potable (Lehtola, et al., 2006).  
 
En medicina veterinaria no son tan numerosos los reportes pero su empleo es cada vez más 
común, por ejemplo, se ha usado para la detección de Haemophilus parasuis en 
cerdos infectados naturalmente (Jung and Chae, 2004); para Streptococcus suis 
en tejidos de cerdos embebidos en parafina (Boye et al., 2000); para 
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Haemobartonella felis, el agente causal de la anemia infecciosa felina (Berent et 
al., 2000); Register et al (1998) usaron la hibridación en dos colores para la 
identificación simultánea de Bordetella bronchiseptica y Pasterurella multocida 
también en tejidos de cerdos.  
 
Con respecto a la hibridación específicamente de Streptococcus agalactiae se 
tiene el reporte de Greisen et al.(1994) en fluido crerebroespinal; Kempf et al. 
(2000) en cultivos de sangre; Artz et al. (2003) quienes emplearon al técnica para 
hacer un barrido rápido en frotis vaginales de mujeres embarazadas; Poppert et al 
(2005) en el diagnóstico rápido de meningitis bacteriana y de Poppert et al. (2009) 
los cuales emplearon exitosamente la fluorescencia en la hibridación in situ (FISH) 
para la identificación rápida de diversos streptococcus β-hemolíticos, incluyendo el 
S. agalactiae, en muestras de casos clínicos de humanos.  
 
 
1.5. APLICACIÓN PARA LA DETECCIÓN DE PATÓGENOS EN ORGANISMOS 
ACUÁTICOS  
 
Desde el surgimiento de la biología molecular, el desarrollo en la tecnología del 
ADN ha revolucionado la investigación biológica. El estudio de las enfermedades 
de los peces no sido la excepción, produciéndose grandes avances en este 
campo, particularmente en los últimos 10 años. Muchas de estas técnicas han sido 
involucradas dentro de la legislación en salud piscícola como una herramienta 
para controlar la diseminación de enfermedades. La tecnología genética posibilita 
la detección del patógeno directamente, complementando o reemplazando el 
cultivo microbiológico y las técnicas serológicas e histológicas (Cunningham, 
2002).  
 
El uso de sondas en la técnica de hibridación in situ ha sido particularmente 
apropiado en la detección de una gran variedad de parásitos en peces y moluscos 
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(Cunningham, 2002). Nunan et al (2003), empleó la hibridación in situ para la 
detección molecular de rickettsias en camarones (Penaeus monodon). También en 
camarones peneidos, Pantoja and Lightner (2001) emplearon la técnica para la 
detección del parvovirus hepatopancreático (HPV). En bivalvos para la 
identificación del parásito Marteilia refringens (Carrasco et al., 2008). En 
salmonidos para la detección del parásito responsable de la enfermedad 
proliferativa del riñón (PKD) (Morris et al., 1999).  
 
En zebrafish se empleo con éxito la técnica de FISH, con amplificación con 
tiramida, para deteminar patrones temporales y espaciales de la expresión de 
genes en embriones enteros (Clay and Ramakrishnan, 2005).  
 
Hidaka et al. (2004) emplearon la hibridación in situ junto con la 
inmunohistoquímica para detectar la expresión del gen responsable de la 
producción de la calcitonina en diferentes tejidos de embriones de trucha arcoiris.  
 
Hasta el momento no se tienen reportes del uso de esta técnica para la detección 
de S. agalactiae en tejidos de peces.  
 
 
1.6. IMPORTANCIA DE LA ESTREPTOCOCCOSIS EN COLOMBIA Y EN EL 
MUNDO 
 
1.6.1. Situación epidemiológica internacional y nacional 
Dada la dificultad para la identificación precisa por los métodos comúnmente 
empleados y a la similitud en el cuadro patológico que ocasionan, el término 
estreptococosis ha sido empleado para los procesos patológicos relacionados con 
diferentes cocos Gram (+) como Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus y 
Vagococcus (Toranzo et al., 1994; Akhlaghi et al., 1996; Múzquiz et al., 1999).  
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Hasta la actualidad, se han identificado casos clínicos relacionados con: 
Streptococcus sp., S. iniae o su sinónimo S. shiloi, S. agalactiae (S. difficile), S. 
parauberis, S. milleri, S. dysgalactiae, Enterococcus sp., Lactococcus sp., L. 
garviae (anteriormente Enterococcus seriolicida), L. piscium, Vagococcus sp., y V. 
salmoninarum, (Eldar et al., 1995a; Eldar et al., 1996; Múzquiz et al., 1999; Austin 
and Austin, 1999; Berridge et al., 2001; Nomoto et al., 2004). 
 
La distribución geográfica del S. iniae y del S. agalactiae (Streptococcus del Grupo 
B – GBS) está principalmente limitada a las regiones tropicales que cultivan peces 
de aguas cálidas. Estas especies de bacterias han sido reportadas en 6 
continentes y 23 paises. El S. agalactiae ha sido reportado de siete paises en tres 
continentes: Estados Unidos, Israel, Japón, Kuwait, Tailandia, Brasil y Colombia. 
Más de 50 especies de 29 familias de peces de agua dulce, salada y estuarina, 
tanto de cultivo como especies ornamentales, han sido reportadas como 
susceptibles a S. iniae o S. agalactiae, indicando un amplio rango de hospederos y 
una alta adaptabilidad ambiental de estos microorganimos. Aún más, su 
distribibución geográfica y su rango de hospederos susceptibles pudieran estar 
subvalorados debido a la ausencia de reportes formales y a la inadecuada 
identificación (Ghittino and Prearo, 1992; Kusuda and Salati, 1993; Toranzo et al., 
1994; Domenech et al., 1996; Bercovier et al., 1997; Shoemaker and Klesius, 
1997; Perera et al., 1997; Bowser et al., 1998; Bromage et al., 1999; Pulido et al, 
1999; Diler et al., 2002; Evans et al., 2002; Duremdez et al., 2004; Evans at al., 
2006; Russo et al., 2006; Mian et al., 2009).  
 
El S.agalactiae  ha sido reconocido como el principal agente etiológico relacionado 
con septicemia y meningoencefalitis en peces (Eldar et al., 1995b; Evans et al., 
2006). ·Evans et al. (2006), también reportaron el aislamiento de S. agalactiae en 
una especie de delfin en Kuwait. Adicional a lo anterior, esta bacteria también ha 
sido identificada como un patógeno importante en animales mamíferos, como los 
 39 
bovinos en los cuales causa mastitis, en el mismo ser humano, donde se ha 
relacionado con sepsis, neumonía, meningitis, osteomielitis e infecciones en 
tejidos blandos, y en otras especies animales como perros, caballos y cobayos 
(Mian et al., 2009).  
 
Aunque no se puede descartar que algunos aislamientos puedan tener un 
ancestro común, los estudios llevados a cabo hasta el momento han mostrado una 
diversidad genética significativa tanto entre aislamientos de peces provenientes de 
diversas regiones geográficas como entre los aislamientos de peces y los 
originados de casos en otras especies animales y en el ser humano (Dodson et 
al.,1999; Kvitt and Colorni, 2004; Zhao et al., 2006; Olivares-Fuster et al., 2008; 
Suanyuk, et al., 2008).  
 
En Colombia se detectó la bacteria inicialmente en híbridos de tilapia roja 
(Orechromis spp.) en el Departamento del Tolima, presentándose después en 
otros Departamentos como Huila, Valle del Cauca, Meta y Casanare y en otras 
especies como la tilapia nilotica (O. niloticus) y trucha aro iris (Oncorhynchus 
mykiis), concentrándose su mayor incidencia en las regiones con los más altos 
niveles de intensificación de cultivo. Hasta el momento, de los Streptococcus 
reportados internacionalmente, solamente se ha logrado identificar en el pais el S. 
agalactiae, por medio de la técnica de PCR de los aislamientos obtenidos de 
brotes de enfermedad (Pulido et al., 1999; Iregui et al., 2004, Jiménez et al, 2007; 
Hernandez et al., 2009). A pesar que son la misma especie, nuestro aislamiento 
difiere en algunas características con algunos de los reportados 
internacionalmente; por ejemplo, con un aislamiento reportado en Kuwait se 
diferencia en el tipo de hemólisis , el nuestro suele ser no hemolítico mientras que 
éste presenta β-hemolisis (Evans et al., 2002; Duremdez et al., 2004).  
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1.6.2. Cuadro clínico y patogenésis 
 
Los signos clínicos al igual que las lesiones varían en relación con la bacteria 
involucrada y la especie piscícola afectada (Bercovier et al., 1997). Los más 
frecuentes incluyen: letargia, nado errático, dificultad en la natación, curvatura 
severa del cuerpo y rigidez en el dorso, así como exoftalmia y opacidad corneal 
(Baya et al., 1990; Kitao, 1993; Bercovier et al., 1997; Pulido et al., 1999).  
 
El cuadro clínico observado en Colombia, contrario a lo comúnmente detectado en 
otros países, tiende a ser un proceso crónico con bajas pero constantes 
mortalidades; esto posiblemente está relacionado con la especie diferente de la 
bacteria identificada en nuestro país (S. agalactiae) con respecto a la más 
comúnmente reportada internacionalmente (S. iniae) (Pulido et al., 1999; Iregui et 
al., 2004).  
 
Experimentalmente se ha reproducido la enfermedad en tilapias, a través de 
inmersión en soluciones bacteriales, por inoculación vía oral y por cohabitación 
con animales enfermos (Prieta et al., 1993; Ferguson et al., 1994; Chang and 
Plumb, 1996; Romalde et al., 1996; Perera et al., 1997; Bromage et al., 1999; 
Shoemaker et al., 2000). Así mismo, se ha replicado el proceso inoculando la 
bacteria en las narinas (Evans et al., 2000), por inyección intramuscular e 
intragástrica (Kusuda et al. 1981; Sugiyama et al. 1981; Neely et al., 2002) y por 
las branquias (McNulty et al., 2003; Mian et al., 2009). En nuestro grupo de 
investigación se ha demostrado la rápida entrada de la bacteria a través del tracto 
gastrointestinal en inoculaciones oral y por inmersión (Comas, comunicación 
personal). 
 
La transmisión es principalmente horizontal por el contacto directo con peces 
infectados o con la bacteria liberada al agua por peces enfermos o muertos (Kitao, 
1993; Romalde et al., 1996; Shoemaker and Klesius, 1997). La cohabitación con 
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estos últimos y el canibalismo de los mismos pueden facilitar la infección. 
Asimismo, la ingestión de heces o las dietas que incluyen otros peces frescos 
podrían contribuir en la diseminación de la enfermedad (Prieta et al., 1993; 
Shoemaker et al., 2000). El agua, el fango y los peces infectados que no mueren, 
así como algunos crustáceos y sanguijuelas, podrían ser reservorios de la bacteria 
y una importante fuente de infección (Nguyen et al, 2002).  
 
La cápsula es reconocida como el principal factor de virulencia (Yoshida et al., 
1996). Producen además sustancias citotóxicas como hemolisinas, toxina 
eritrogénica y diferentes proteasas (Hardie, 1986; AlonsoDeVelasco et al., 1995).  
 
Aunque recientemente el S. iniae ha sido asociado con algunos casos de 
stretococcosis en humanos, es todavía prematuro afirmar que se está frente a un 
verdadero problema emergente para la salud humana (Shoemaker and Klesius, 
1997). La información hasta el momento sugiere que el riesgo para los humanos 
se limita a la manipulación de peces afectados e involucra la infección de heridas 
por punciones; esta no ha resultado del consumo de los peces (Shoemaker and 
Klesius, 1997; Shoemaker et al., 2001; Lau et al., 2003; Romano y Mejia, 2003).  
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CAPITULO 2. Estandarización de la técnica de hibridación in situ para la detección 
de Streptococcus agalactiae en tejidos de tilapia roja (Oreochromis sp.) y su uso 
potencial en estudios epidemiológicos y de patogenesis 
 
 
RESUMEN 
La estreptococosis es uno de los problemas sanitarios más importantes en la 
acuicultura mundial. En Colombia hasta el momento, dentro de las especies de 
estreptococcus, solo se ha logrado confirmar la presencia del S. agalactiae, 
causando importantes pérdidas en las explotaciones de tilapia. Su diagnóstico se 
basa en los signos clínicos, las lesiones histopatológicas y el aislamiento 
microbiológico; sin embargo, su identificación específica requiere de técnicas 
moleculares. La técnica de hibridación in situ permite no solo detectar 
específicamente las bacteria en los tejidos sino también observar los cambios 
histopatológicos en los tejidos del hospedero. En la presente investigación se 
estandarizó la técnica de hibridación in situ para la detección del S. agalactiae en 
tejidos de tilapia roja (Oreochromis spp.) y evaluar su uso potencial en estudios 
epidemiológicos y de patogénesis. Se emplearon sondas de oligonucleótidos para 
la detección del 16S rRNA del S. agalactiae marcadas con biotina y su detección 
con estreptavidina- peroxidasa. Se obtuvo la hibridación positiva en el interior de 
los granulomas de tejidos con lesiones y positivos a la presencia de S. agalactiae, 
así como en pellets de bacteria; sin embargo, a pesar de todos los ensayos 
llevados a cabo, no fue posible la obtención de señal en las bacterias libres en los 
tejidos. Se logró amplificar significativamente la señal mediante el uso de la 
tiramida. Mediante la inoculación de tejidos con soluciones concentradas de 
diferentes microorganismos Gram (+) se observó una especificidad del 100%.  La 
hibridación in situ es una técnica altamente específica para la detección de S. 
agalactiae en tejidos de tilapia y puede ser usada en el diagnóstico y estudios de 
patogenésis y epidemiológicos con este microorganismo.  
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ABSTRACT 
 
The Streptococcosis is one of the most important health problems in world 
aquaculture. S. agalactiae is the only streptococcus specie identified in Colombia 
until now, causing significant losses on tilapia farms. Its diagnosis is based on 
clinical signs, histologic lesions and microbiological isolation, but molecular 
techniques are required for its specific identification. The in situ hybridization 
technique (HIS) allows not only to detect specifically the bacteria in the tissues but 
also to observe the histopathological changes in host tissues. In this research, we 
try to standardize the HIS technique for detection of S. agalactiae in tissues of red 
tilapia (Oreochromis spp.) and evaluate its potential use in epidemiology and 
pathogenesis assays. Oligonucleotide probes for detection of 16S rRNA of S. 
agalactiae labeled with biotin and detection with streptavidin-peroxidase were 
used. Positive hybridization was obtained within the granulomas of tissues with 
lesions and positive for the presence of S. agalactiae, as well as pellets of bacteria, 
but despite all the tests carried out, it was not possible to obtain signal in bacteria 
located free in tissues. By testing the technique on pellets of different Gram (+) 
bacteria, 100% of specificity was obtained. The usefulness of the tiramide in order 
to increase the signal intensity was also observed. The HIS is a high specific 
technique for detection of S. agalactiae in fish tissues and could be used in the 
diagnosis, pathogenesis and epidemiological studies.  
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INTRODUCCION 
El S.agalactiae  ha sido reconocido como el principal agente etiológico relacionado 
con septicemia y meningoencefalitis en peces (Eldar et al., 1995b; Evans et al., 
2006). · En Colombia se detectó la bacteria inicialmente en híbridos de tilapia roja 
(Orechromis spp.) en el Departamento del Tolima, diseminándose después a otros 
departamentos y afectando a otras especies como la tilapia nilotica (O. niloticus) y 
trucha aro iris (Oncorhynchus mykiis). Hasta el momento, de los Streptococcus 
reportados internacionalmente, solamente se ha logrado identificar en el pais el S. 
agalactiae, por medio de la técnica de PCR de los aislamientos obtenidos de 
brotes de enfermedad (Pulido et al., 1999; Iregui et al., 2004, Jiménez et al, 2007; 
Hernandez et al., 2009). Su diagnóstico se basa en los signos clínicos, las 
lesiones histopatológicas y el aislamiento microbiológico; sin embargo, su 
identificación específica requiere de técnicas moleculares (Toranzo et al., 1994; 
.Eldar et al., 1995b; Domenech et al., 1996; Eldar et al., 1996; Berridge et al., 
2001). En el laboratorio de patología de la Facultad de Medicina Veterinaria y de 
Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia, además de las técnicas de 
rutina, se tienen disponibles las técnicas de PCR e inmunoperoxidasa indirecta 
(IPI) para la identificación de esta bacteria; sin embargo, especialmente para 
estudios de patogénesis y epidemiológicos más detallados, es necesario el 
montaje y estandarización de técnicas moleculares más específicas que se 
puedan aplicar directamente en los tejidos y que permitan el seguimiento del 
microorganismo en el interior del hospedero. Tal es el caso de la hibridización in 
situ (HIS), la cual permite la identificación específica del microorganismo de interés 
mediante sondas genómicas diseñadas para ello y observar simultáneamente los 
cambios histopatológicos y la ubicación topográfica de la marcación (Boehringer 
M. Biochemica, 1992; Cunningham, 2002; Jung and Chae, 2004). En la presente 
investigación se estandarizó la HIS para la detección del S. agalactiae en tejidos 
de tilapia roja (Oreochromis spp.) y evaluar su uso potencial en estudios 
epidemiológicos y de patogénesis. Hasta el momento no se tienen reportes del 
uso de esta técnica para la detección de S. agalactiae en tejidos de peces.  
 45 
2.1. MATERIALES Y METODOS 
 
2.1.1.  Bacterias 
 
La bacteria que se usó para los ensayos iniciales correspondió a un aislamiento 
obtenido de tilapias rojas (Oreochromis sp.) con estreptococosis provenientes de 
la represa de Betania, el cual fue identificado como S. agalactiae mediante la 
técnica de PCR según lo descrito por Iregui et al. (2004); fue mantenido hasta su 
uso a –70oC en caldo Todd-Hewitt con glicerol al 20% (v/v).  
 
2.1.2. Preparación de la sonda 
 
Inicialmente se intentó sintetizar la sonda según lo descrito en la literatura 
empleando la técnica de amplificación por PCR (Mertz et al., 1994, Morel and 
Cavalier, 2001). Brevemente, la técnica se basa en la inclusión de un nucleótido 
marcado como parte de la mezcla normalmente usada para la PCR; después de 
los ciclos normales de amplificación se obtienen amplicones de ADN, constituidos 
en parte por nucleótidos marcados, los cuales pueden ser usados como sondas al 
tener la capacidad de hibridar con el ADN del agente patógeno que se quiere 
identificar y poder llevar a cabo su posterior detección.  
 
A pesar de que logró confirmar la marcación efectiva de la sonda mediante la 
técnica anteriormente descrita, no se obtuvieron resultados positivos (Anexo 2). En 
consecuencia, se tomó la decisión de adquirir un kit comercial con sondas de 
oligonucleótidos para la detección del 16S rRNA del S. agalactiae (S. agalactiae 
16S rRNA Oligonucleotide probe pack - GeneDetect ®), el cual incluye la sonda 
denominada saga reportada por Trebesius et al. (reportados por Kempf et al., 
2000) para la detección de esta bacteria (5´GTA AAC ACC AAA CCT CAG CG-3´). 
Se siguieron las recomendaciones del proveedor para su preparación. 
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La dilución de trabajo más apropiada de la sonda y del conjugado estreptavidina -
peroxidasa se evaluó llevando a cabo algunas variaciones a la técnica descrita por 
Anderson (1999) para la hibridación en membrana (Dot blot hybridization) y a la 
inmuno Dot indirecta reportada por Bohórquez y Botero (1993) y Diaz (1995) en la 
técnica de inmunoperoxidasa indirecta. Se ensayó la sonda en cuatro diluciones 
(1:10, 1:100, 1:1000 y 1:10000), fijadas al papel de nitrocelulosa por calentamiento 
a 80o
Para la determinación de la especificidad se usó la técnica de PCR como prueba 
de oro, con la cual se identificó el S. agalactiae proveniente de la represa de 
Betania y las cepas de referencia ATCC empleadas en este ensayo. De acuerdo a 
C por 10 minutos y posterior exposición a luz ultravioleta por 10 minutos, y su 
detección con dos diluciones del conjugado streptavidina - peroxidasa (1:50 y 
1:100).  
 
2.1.3. Estandarización inicial de la técnica 
 
La estandarización inicial de la técnica se llevó a cabo en tejidos positivos a S. 
agalactiae por las técnicas de inmunoperoxidasa indirecta (IPI) y microbiología, los 
cuales fueron desincluidos de bloques de parafina y cortados como la técnica 
usual de histopatología y puestos sobre láminas tratadas con poly -L-lysina.  
 
Se siguió de manera general el protocolo descrito por GeneDetect Limited (2001) 
para la hibridación in situ (HIS) usando sondas de oligonucleotidos marcadas con 
biotina y su detección con el conjugado streptavidina - peroxidasa. De acuerdo a 
los resultados iniciales, se hicieron todos los ajustes necesarios al protocolo 
original, incluyendo algunos pasos adicionales, especialmente en la 
permeabilización de los tejidos. Se definió el protocolo a aplicar en los siguientes 
ensayos.  
 
2.1.4. Evaluación de la especificidad 
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la definición de especificidad, en nuestro caso se calculará como el cociente entre 
el número de muestras sin S. agalactiae detectadas como negativas por HIS 
(verdaderos negativos) y el número de muestras que realmente no tenian S. 
agalactiae.  
 
Especificidad =   Verdaderos negativos     X 100 
    Realmente negativos 
 
Para su determinación se emplearon pelets de bacteria a los cuales, previo a su 
inclusión en parafina, se le aplicaron los pasos de permeabilización definidos en la 
estandarización de la técnica en tejidos, concretamente incubación de los pelets 
con soluciones de proteinasa K, lysozima y buffer Tris-SDS; después de cada 
paso los pelets fueron recuperados por centrifugación a 12.000 RPM x 10 min a 
4o
- S. agalactiae ATCC 13813 
C. Despues de esto los pellets fueron procesados por la técnica usual de 
histopatología, puestos sobre láminas tratadas con poly -L-lysina y tratados con 
los pasos restantes descritos en el protocolo previamente definido. El anterior 
procedimiento se le aplicó al S. agalactiae obtenido de la represa de Betania y a 
los siguientes cocos Gram (+):  
 
- S. pneumoniae ATCC 6303 
- S. dysgalactiae ATCC 12394 
- S. uberis ATCC 700407  
- Enterococcus faecalis ATCC 6056 
 
2.1.5. Evaluación de la sensibilidad y del uso de la amplificación con tiramida 
 
En el presente trabajo se empleó el término de sensibilidad como la determinación 
del límite de detección por HIS del S. agalactiae en UFC/ml.  Para esto se probó la 
técnica en porciones de tejidos inoculados artificialmente con diluciones 
 48 
consecutivas en base 10 de S.agalactiae, procesados igualmente por la técnica 
usual de histopatología, puestos sobre láminas tratadas con poly-L-lysina y 
tratados con el mismo protocolo previamente definido. Adicionalmente, se hicieron 
algunos ensayos empleado las mismas diluciones de bacteria completa y 
soluciones de ARN de la misma, fijados sobre membranas de nitrocelulosa.  
 
Para evaluar el uso de la tiramida como método de amplificación de la señal, se 
adquirió un kit comercial (Tyramide signal amplification kit - TSA Kit ·nro. 21®, 
Molecular Probes), el cual se probó en los tejidos anteriores y en cortes positivos a 
S. agalactiae, de acuerdo a las recomendaciones del proveedor.  
 
2.1.6. Uso de la técnica en tejidos procesados por otras técnicas 
 
Se ensayó la técnica en algunas muestras de tejidos en los cuales no habia sido 
detectada el S. agalactiae por otras técnicas como IPI y microbiología, pero que 
por la técnica de rutina de hematoxilina-eosina tenían lesiones compatibles con 
esta bacteria o que procedian de granjas identificadas como positivas, así como 
en tejidos de tilapia inoculadas artificialmente con el mismo microorganismo. En 
todos los tejidos se aplicó el mismo protocolo previamente establecido.  
 
En todos los ensayos se incluyeron los siguientes controles:  
 
- Controles negativos:  
o Tejidos negativos a la presencia de la bacteria 
o Tejidos sin la aplicación de la sonda  
 
- Controles positivos:  
o Tejidos positivos a la presencia de la bacteria 
o Tejidos con la aplicación de una sonda genérica (PolyDT) marcada 
con biotina 
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2.1.7.  Análisis estadístico  
Se planeó hacer estadística descriptiva, especialmente para comparar los 
resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad del presente trabajo con lo 
obtenido en otros estudios con técnicas como IPI y microbiología. Se buscaba 
establecer si existían diferencias entre los valores de sensibilidad y entre el 
número de muestras con resultados positivos y negativos. 
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2.2. RESULTADOS 
 
2.2.1. Preparación de la sonda 
 
Mediante la técnica de Dot Blot con algunas modificaciones (Anexo 1), se definió 
como dilución óptima de trabajo de la sonda 1:100. De otro lado, dado que se 
obtuvo una marcación nítida del conjugado estreptavidina - peroxidasa en la 
dilución 1:100, se estimó que se podía usar una dilución 1:200 con resultados 
igualmente óptimos (Fig. 6).  
 
              1             2                 3                  4 
 
 
  A 
 
 
 
B 
 
 
  C 
 
Fig. 6. Dot Blot para establecer las diluciones de trabajo óptimas de la sonda y del conjugado 
estreptavida-peroxidasa.  Las columnas son dilución de la sonda: 1) 1:10, 2) 1:100, 3) 1:1000 y 4) 
1:10000. Las hileras son dilución del conjugado streptavidina-peroxidasa: A) 1:50, B) 1:100, 
Controles negativos: C1) PBS (sin sonda) + streptavidina-peroxidasa 1:50, C2) sonda (1:10) sin 
streptavidina-peroxidasa (PBS), C3) ADN S. agalactiae sin marcar + streptavidina-peroxidasa 1:50.  
 
 
2.2.2. Estandarización inicial de la técnica 
 
Una vez se llevaron a cabo todos los ensayos que fueron pertinentes para definir 
las condiciones óptimas de hibridación (Anexo 2) y teniendo como base lo 
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recomendado por GeneDetect Limited (2001), se estableció el siguiente protocolo 
para la hibridación in situ del S. agalactiae:   
 
1. Preparar las láminas de poly -L-lysina (5 pases) 
2. Hacer cortes delgados (3µm) 
3. Tres lavados con xylol de 2 min c/u, To
4. Dos lavados con etanol 100% de 2 min. c/u, T
 ambiente.  
o 
5. Un lavado con etanol al 95% de 5 min, T
ambiente. 
o 
6. Un lavado con etanol al 70% de 5 min, T
ambiente. 
o 
7. Un lavado con etanol al 50% de 5 min, T
ambiente. 
o 
8. Dos lavados rápidos con DEPC-H
ambiente. 
2O (diethilpirocarbonato), To 
9. Dos lavados con DEPC- PBS de 5 min. c/u, T
ambiente. 
o 
10. Un lavado con paraformaldehido 4% en 0.1M PB fresco x 10 -15 min, T
ambiente. 
o 
11. Dos lavados con PBS x 5 min. c/u, T
ambiente. 
o 
12. Incubar con 0,3 % H
ambiente. 
2O2 en PBS x 30 min, To 
13. Tres lavados con PBS x 5 min. c/u, T
ambiente. 
o 
14. Incubar en buffer TEA 0,1 M (trietanolamina). Agregar anhídrido acético 
0,25% (v/v). Mezclar bien e incubar x 5 min. Agregar anhídrido acético 
adicional hasta 0,5% (v/v). Incubar por otros 5 min, T
ambiente. 
o 
15. Un lavado con 2XSSC x 3 min, T
ambiente. 
o 
16. Incubar con proteinasa K 4 µl (100 μg/ml) en buffer THCL 50mM, 10mM 
CaCl
ambiente. 
2, pH 8,0. x 60 min. a 37 o
17. Un lavado con glicina (2 mg/ml) en PBS, x 1 min, T
C, con agitación suave.  
o 
18. Un lavado con PBS x 5 min, T
ambiente. 
o 
19. Incubar con lysozima (23 mg/ml) en buffer TE 1X, pH 8,0., x 90 min. a 37
ambiente. 
o
20. Un lavado con PBS x 5 min, T
C, 
con agitación suave. 
o 
21. Incubar con buffer Tris-SDS (100mM Tris HCL pH 9.0, y 4% de SDS) x 30 
min. a 37
ambiente. 
oC, con agitación suave. 
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22. Dos lavados con PBS x 5 min. c/u, To 
23. Incubar con estreptavidina x 10 min, T
ambiente. 
o
24. Tres lavados con PBS x 5 min. c/u, T
 ambiente. 
o 
25. Preparar y precalentar la solución de pre-hibridación a 39 
ambiente. 
o
- 20 XSSC        4 ml 
C, para 20 ml:   
- Dextran sulfato       4 g 
- Formamida desionizada     10 ml 
- Mezclar bien y calentar x 3 a 4 horas. Añadir:  
- PolyA (10 mg/ml)      0.5 ml 
- Herring sperm (10 mg/ml)    0.5 ml 
- tRNA (10 mg/ml)     0.5 ml 
- DTT (de una sol. 1M)       2 ml 
- 50X Sol Denhardt´s    0.2 ml  
26. Incubar en la solución de prehibridación x 2 horas a 39 o
27. Adicionar la sonda a la solución de prehibridación fresca (800 ng/ml). 
Incubar a 39 
C, empleando 
bolsas de hibridación.  
o
28. Un lavado rápido con 1XSSC (10mM DTT), T
C x 18-24 horas.  
o 
29. Dos lavados con 1XSSC (10mM DTT) x 15 min. c/u. a 42 
ambiente. 
o
30. Dos lavados con 0.5XSSC (10mM DTT) x 15 min. c/u. a 42 
C. 
o
31. Un lavado con 0.5XSSC (10mM DTT) x 10 min, T
C. 
o 
32. Incubar en la solución de bloqueo 1% (10 mg/ml) en PBS x 60 min, T
ambiente. 
o 
33. Tres lavados con PBS x 5 min. c/u, T
ambiente. 
o 
34. Incubar con la solución del conjugado estreptavidina-peroxidasa (1:200) en 
reactivo de bloqueo (1% en PBS), x 30 min, T
ambiente. 
o 
35. Tres lavados con PBS x 5 min. c/u. T
ambiente. 
o
36. Incubar con la solución de detección (DAB 0,6 mg/ml, THCL 50 mM pH 7,6, 
H
 ambiente. 
2O2 0,2%) por 10 min, To
37. Lavar con agua corriente.  
 ambiente. 
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38. Un lavado con hematoxilina x 5 min, To
39. Lavar con agua corriente hasta que salga la coloración.  
 ambiente. 
40. Pases por alcohol ácido al 0,4%, agua destilada, agua amoniacal y agua 
destilada. Lámina por lámina, To
41. Un lavado con etanol al 70% x 5 min, T
 ambiente. 
o
42. Un lavado con etanol al 90% x 3 min, T
 ambiente. 
o
43. Un lavado con etanol 100% x 3 min, T
 ambiente. 
o
44. Dos lavados con xylol de 2 min. c/u, T
 ambiente. 
o
45. Montaje con Entellan. 
 ambiente. 
 
Mediante el uso de este protocolo se obtuvo una señal positiva en el interior de los 
granulomas, tanto en aquellos bien definidos como en algunos en formación (Figs. 
7, 8); sin embargo, a pesar de todos los ensayos llevados a cabo (Anexo 2), 
probando especialmente diferentes opciones para optimizar la permeabilización, 
no se obtuvo la hibridación de las bacterias libres en los tejidos, empero su 
presencia abundante (Fig. 9). Los controles negativos y positivos dieron los 
resultados esperados (Figs. 10, 11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 7.  Hibridación in situ (HIS) de S. agalactiae. Corte de meninges el cual había sido positivo a la 
presencia de la bacteria por inmunoperoxidasa indirecta (IPI). Focos positivos de HIS en el interior 
de los granulomas (           ) (20X).  
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Fig. 8.  HIS de S. agalactiae. Corte de cerebro el cual había sido positivo a la presencia de la 
bacteria por IPI. Focos positivos de HIS en el interior de un granuloma en formación (          ) (40X).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 9. HIS de S. agalactiae. Corte de bazo el cual había sido positivo a la presencia de la bacteria 
por IPI. Ausencia de marcación por HIS de las bacterias libres en el tejido (         ) (40X).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10. Control negativo sin el uso de sonda alguna. Ausencia de hibridación (10X).  
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Fig. 11. Control positivo. Focos positivos de HIS en el interior de un granuloma empleando la sonda 
genérica PolyDT (           ) (20X).  
 
2.2.3. Evaluación de la especificidad 
 
En los diferentes pellets de bacteria ensayados se obtuvo la hibridación positiva 
con S.agalactiae proveniente de la represa de Betania y con el S. agalactiae 
ATCC 13813 (Figs. 12, 13). Con los pellets de los otros cuatro microorganismos 
Gram (+) como S. pneumoniae ATCC 6303, S. dysgalactiae ATCC 12394, S. 
uberis ATCC 700407 y Enterococcus faecalis ATCC 6056, no se obtuvo señal 
alguna (Fig. 14). Vale la pena recordar que para estos ensayos los pellets fueron 
tratados con los pasos de permeabilización previo a su inclusión en parafina.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12. HIS positiva con pellets de S. agalactiae proveniente de la represa de Betania (40X).  
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Fig. 13. HIS positiva con pellets de S. agalactiae ATCC 13813 (40X).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14. Ausencia de HIS con pellets de S. dysgalactiae ATCC 12394 (40X).  
 
De acuerdo a lo anterior el valor de la especificidad se cálculo de la siguiente 
forma:  
- Muestras evaluadas: 6 
- Realmente negativos (negativos por PCR): 4 
- Negativos por HIS y negativos por PCR (verdaderos negativos): 4 
 
Especificidad =      4    X 100 =  100%  
       4 
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2.2.4. Evaluación de la sensibilidad y del uso de la amplificación con tiramida 
 
Con la inclusión de los pasos recomendados por el proveedor para el uso de la 
tiramida, dentro del protocolo previamente establecido para la HIS del S. 
agalactiae, se observó una significativa mayor intensidad de la señal (Figs. 15, 
16).  El protocolo completo con los pasos adicionales se encuentra en el Anexo 3.  
 
A pesar de todos los ensayos llevados a cabo, no fue posible obtener una señal 
positiva en los tejidos inoculados artificialmente con diluciones consecutivas en 
base 10 de S.agalactiae, tampoco con la bacteria completa y ARN sobre 
membranas de nitrocelulosa. Debido a esto no fue posible evaluar la sensibilidad 
de la técnica y hacer una mayor evaluación de la eficacia del uso de la 
amplificación con tiramida. Debido igualmente a lo anterior, no fue posible la 
aplicación de un análisis estadístico como se tenía previsto originalmente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15.  HIS de S. agalactiae. Marcación positiva en el interior de un granuloma siguiendo el 
protocolo establecido sin el uso de tiramida (20X). 
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Fig. 16.  HIS de S. agalactiae. Marcación positiva en el interior de un granuloma con el protocolo 
definido más la amplificación de la señal con tiramida (20X). 
 
2.2.5. Uso de la técnica en tejidos procesados por otras técnicas 
 
En los ensayos en tejidos de peces menores a 12 gramos con lesiones 
compatibles a estreptococcosis, como la presencia de granulomas, y que no 
habían dado reacción positiva mediante la técnica de IPI, no se obtuvo señal 
mediante HIS (Figs. 17, 18).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17. Tejido de tilapia menor de 12g procesado mediante HIS el cual previamente había sido 
negativo por IPI. Ausencia de marcación en tanto el interior como en la periferia de un granuloma 
(20X). 
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Fig. 18. El mismo tejido de la figura 15 procesado mediante IPI. Ausencia de marcación tanto el 
interior como en la periferia de un granuloma (20X). 
 
Debido a que no se tenía claridad sobre el origen de la marcación positiva 
mediante la técnica de IPI en los centros melanomacrófagos (CMMs) del bazo de 
tilapias menores de 20 gramos, se procesaron algunos cortes por HIS. A pesar de 
que se observó marcación positiva por medio de ésta última técnica, se detectó 
igualmente la presencia de señal en los controles negativos (sin el uso de la sonda 
y sin el uso de la estreptavidina – peroxidasa), lo cual indicaría un señal 
inespecífica (Figs. 19, 20).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 19. Bazo de una tilapia menor de 12 gramos procesado mediante HIS sin el uso de la sonda 
anti S. agalactiae (Control negativo). Se observa marcación positiva en los centros 
melanomacrófagos (CMMs) (            ) (10X). 
 
 60 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 20. El mismo tejido de la figura anterior procesado por IPI. Se observa la marcación positiva en 
los centros melanomacrófagos (CMMs) (            ) (10X). 
 
En los demás ensayos empleando tejidos de tilapias menores de 20 gramos 
negativos por las técnicas de IPI y microbiología, así como en cortes de tejidos de 
tilapias inoculadas experimentalmente, tampoco se observó señal por HIS.  
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2.3.  DISCUSION 
 
Por medio de la técnica de HIS, con sondas de oligonucleotidos marcadas con 
biotina, fue posible la detección de S. agalactiae en tejidos de tilapia incluidos en 
parafina. Según la información consultada, este sería el primer reporte del 
desarrollo y uso de esta técnica para la detección de S. agalactiae en tejidos de 
peces. Así mismo, no se conocen reportes del desarrollo y empleo de esta técnica 
para la detección de este patógeno en otras especies animales en tejidos 
embebidos en parafina. Se tienen reportes del uso de la técnica de hibridación in 
situ fluorescente (FISH) para la detección de S. agalactiae en frotis de cultivo de 
sangre (Kempf et al., 2000), frotis vaginales (Artz et al., 2003), frotis de cultivos de 
bacterias obtenidos de líquido cefalorraquídeo (Poppert et al., 2005) y de 
abscesos peritonsilares (Poppert et al., 2009).  
 
En tejidos embebidos en parafina existen reportes de la aplicación de la técnica en 
otras especies de Streptococcus como S. suis (Boye et al., 2000) y en otros 
géneros de bacterias como Haemobartonella felis (Berent et al, 2000), Ehrlichias 
(Okada et al., 2003), Haemophilus parasuis (Jung and Chae, 2004), Francisella 
spp. (Hsieh et al., 2006) y H. pilori (Samarbaf-Zadeh et al., 2006), entre otros.  
 
En esta investigación se logró la obtención de señal claramente positiva en el 
interior de los granulomas de los tejidos infectados por S. agalactiae y positivos 
por otras técnicas como inmunoperoxidasa indirecta (IPI) y microbiología; sin 
embargo, y a pesar de muchos ensayos, no fue posible la hibridación de las 
bacterias cuando se encontraban libres en los tejidos. 
 
La explicación mas probable de la situación anterior, y sobre la cual se centraron 
la mayor parte de los esfuerzos por superar este inconveniente, tendría que ver 
con un característica propia de este tipo de cocos, cual es la presencia de una 
capsula prominente sobre su superficie. 
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La capsula abundante, compuesta principalmente de polisacáridos de alto peso 
molecular con unidades repetitivas de glucosa, galactosa, N-acetilgalactosamina y 
ácido siálico, es reconocida como uno de los principales factores de virulencia del 
S.agalactiae (Molinari and Chhatwal, 1999; Spellerberg, 2000) y el S. iniae, L. 
garviae, S. suis y S. pneumoniae (Koedel et al., 2002; Barnes and Ellis, 2004; 
Chavot–Roy et al., 2006; Vendrell et al., 2006; Agnew and Barnes, 2007), entre 
otros. Mediante microscopia electrónica de transmisión se demostró la presencia 
de una prominente capsula del S. agalactiae dentro de macrófagos en tejidos de 
tilapia infectados de manera natural con este microorganismo (Pulido et al., 1999). 
 
También en cepas humanas de Streptococcus del grupo B (GBS) la cápsula es 
reconocida como el mayor factor de virulencia, aumentando especialmente su 
resistencia a la opsonización y fagocitosis (Alonso de Velasco et al., 1995; 
Cornacchione et al., 1998). 
 
Uno de los mayores problemas en la hibridación es la variable y algunas veces 
insuficiente penetración de las sondas dentro de la bacteria dependiendo de las 
características de su pared; este problema es particularmente notorio en los 
microorganismos Gram (+) y bacilos ácido alcohol resistentes (Moter and Göbel, 
2000). 
 
Mientras que la capsula del S. agalactiae previo a ser fagocitado muy 
seguramente ha sufrido pocos cambios y en consecuencia impediría el acceso de 
la sonda al interior de la bacteria y su hibridación con la secuencia homóloga, en el 
interior de los granulomas la situación sería radicalmente diferente, puesto que en 
esta ubicación no observan bacterias viables debido al procesamiento y la 
destrucción que sufre el microorganismo por el sistema defensivo del hospedero; 
muy seguramente todos los constituyentes, tanto de la capsula como de la pared 
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de la bacteria, serían degradados dejando expuesto su material genómico y, por 
ende, propicio para la hibridación con la sonda. 
 
Adicionalmente, hay que tener en cuenta que la expresión de la cápsula puede 
variar significativamente de acuerdo a estímulos ambientales y a la conveniencia 
de la bacteria. Existen reportes que sugieren cómo estas bacterias modulan la 
expresión de su cápsula dependiendo su localización en el hospedero, así cuando 
no están dentro de los tejidos no les interesaría tener una capsula prominente y de 
este modo poder exponer sus proteínas de superficie necesarias para adherirse e 
ingresar; una vez dentro de los tejidos, por el contrario, sí necesitaría una buena 
cantidad de cápsula que le permita evadir la respuesta inmune (Wessels and 
Bronze, 1994; Schrager et al., 1996; Adamou et al., 1998; Schrager et al., 1998; 
Winram et al., 1998; Pöhlmann-Dietze et al., 2000). La expresión de la cápsula 
puede también afectarse por su cultivo; se sabe que durante el paso por los 
medios de cultivo de este tipo de patógenos tienden a perder su material capsular 
(Sellin et al., 1995). Anzai et al. (1999) observaron cómo la expresión de la 
cápsula del S. equi disminuyó con el tiempo de cultivo in vitro. Algo similar se notó 
con S. dysgalactiae y con S.pneumoniae (Calvinho et al., 1998; Pandya et al., 
2009). 
 
De acuerdo a lo anterior, es posible que la diferencia en el éxito de la detección 
entre los autores que han reportado la HIS de S. agalactiae y lo obtenido en la 
presente investigación se deba a diferencias en la cantidad y la calidad de la 
cápsula presente al momento de su procesamiento; como se mencionó, estos 
autores han empleado la técnica con preparados en fresco como frotis de cultivo 
de sangre, de hisopados vaginales, de cultivos de bacterias obtenidos de líquido 
cefalorraquídeo y de abscesos peritonsilares, pero no en tejidos embebidos en 
parafina. Esta hipótesis se vería sustentada con los resultados de esta 
investigación en la que se demostró hibridación positiva cuando se emplearon 
pellets de bacteria recién cultivadas; sería de esperarse que estas bacterias no 
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tuvieran mucha cápsula. También sería posible suponer que los tratamientos de 
permeabilización con las bacterias en solución en este trabajo, previos a su 
fijación en láminas, serían más efectivos que hacerlo sobre los tejidos; los 
reactivos accederían más estrechamente a las bacterias en solución y el control 
de la temperatura sería mucho más eficiente, entre otros factores.  
 
En contraste, en el caso de tejidos embebidos en parafina, sería dable pensar que 
la solución al inconveniente sería emplear tratamientos de permeabilización más 
drásticos que con las bacterias en solución; sin embargo, una de las principales 
consideraciones que debe observarse con la HIS es el balance que debe existir 
entre una óptima permeabilización y la conservación de la integridad de los tejidos. 
Por ello no es indicado, por ejemplo, exagerar las concentraciones de las enzimas 
o demás reactivos ya que el resultado puede ser igualmente negativo o alterarse 
la morfología de los tejidos significativamente. Desafortunadamente, los autores 
que reportan la hibridación en tejidos embebidos en parafina con otros 
microorganismos Gram (+) no son suficientemente explícitos en lo atinente a los 
tratamientos de permeabilización (Berent et al, 2000; Boye et al., 2000; Okada et 
al., 2003; Jung and Chae, 2004; Hsieh et al., 2006; Samarbaf-Zadeh et al., 2006). 
 
Las bacterias Gram (-) usualmente no tienen mayores problemas puesto que son 
permeables a la mayoría de sondas; para los Gram (+), en cambio, puede ser 
necesaria la fijación especial de las muestras y la inclusión de pasos de 
permeabilización (Moter and Göbel, 2000).  
 
El tratamiento con proteinasa K es uno de los pasos más sensibles de la técnica y 
puede significar la obtención o no de buenos resultados. Tiempos de digestión con 
proteinasa K mayores a 90 min. pueden causar la pérdida total de la señal, 
presumiblemente por la alta digestión de los componentes celulares que 
mantienen la morfología intracelular y la integridad del ARN blanco (Oliver et al., 
1997).  
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En la presente investigación se ensayaron múltiples combinaciones en las 
concentraciones, temperatura y tiempos de incubación, de los diversos reactivos 
recomendados para la permeabilización de los tejidos como la proteinasa K, 
lysozima, SDS, Triton X-100 y ácido metílico. Con respecto a la proteinasa K se 
hicieron ensayos a concentraciones de: 10, 100, 300, 500, 1000 µg/ml con 
diferentes tiempos y temperaturas. Finalmente, de acuerdo al mejor resultado de 
marcación, se definió como el mejor tratamiento: 100 μg/ml x 60 min a 37oC. Esta 
concentración es mayor que la reportada por la mayoría de autores. 
 
Se reportan, entre otras: 8 µg/ml x 20 min. a 37oC para la detección de 
proencefalina en cerebros de ratas; 10 ug/ml x 30 min. a 37oC para Ehrlichias y 
citomegalovirus; 20 µg/ml x 1 min para Helicobacter pylori, 20 µg/ml x 5 min. a 
37oC para el virus Epstein-Barr; 40 ug/ml x 20 min. a 37oC para el virus de la 
hepatitis C y 100 μg/ml x 20 min a 37oC para el parásito causante de la 
enfermedad proliferativa del riñón (PKD) (Ray et al.,1995; Oliver et al., 1997; 
Kobayashi et al., 1998; Morris et al., 1999; Okada et al., 2003; Camorlinga-Ponce 
et al., 2004). Como se mencionó anteriormente, los autores que reportan el 
empleo de HIS en S. agalactiae y en bacterias similares desafortunadamente no 
mencionan todos los tratamientos de permeabilización. 
 
Algunos autores reportan el uso de otras alternativas y combinaciones de 
tratamientos para optimizar la permeabilización como el horno microondas por 15 
minutos en buffer citrato (10mM, pH 6,0), la combinación de hidrólisis ácida y el 
tratamiento con enzimas, usando mutanolysina/lysozima o lipasa/proteinasa K 
(Oliver et al., 1997; Carr et al., 2005; Kitayama et al., 2006); la mayoría de los 
cuales fueron probados en la presente investigación sin cambios positivos en la 
detección. 
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Después de probar diferentes concentraciones para la lysozima, se estableció 
también una concentración ligeramente más alta que la usualmente reportada (23 
mg/ml x 90 min a 37oC). Para diversas bacterias marinas, Pernthaler et al. (2002) 
encontraron como el mejor método de permeabilización la incubación con lysozima (10 
mg/ml a 37oC por 90 min.). Para diversos estreptococos se empleo con éxito 1 mg/ml x 10 
min a 30oC (Kempf et al., 2000; Artz et al., 2003). 
 
Otro de los factores a tener en cuenta relacionado con las dificultades en la 
obtención de señal tiene que ver con los fijadores empleados para la preservación 
de los tejidos. A pesar de que numerosos autores reportan el empleo del 
formaldehido en sus protocolos con buenos resultados (Brown, 1998; Morris et al., 
1999; Boye et al., 2000; Okada et al., 2003; Jung and Chae, 2004; Samarbaf-
Zadeh et al., 2006; Svendsen et al., 2009, entre otros), otros mencionan que la 
fijación con formalina resulta en el extensivo entrecruzamiento entre las proteínas 
nucleares, incrementando la complejidad de la estructura celular y la 
condensación de la cromatina, haciendo de este modo más difícil la penetración 
de la sonda y su interacción con el ácido nucleico blanco (Srinivasan et al., 2002). 
En esta investigación se trabajó con tejidos fijados con formaldehido bufferado al 
3,7%. El tiempo de fijación en los tejidos de archivo procesados por otras técnicas 
varió desde 24 horas a algunos días. Para la fijación de los pellets bacterianos se 
siguió el protocolo descrito por Hugenholtz et al. (2001), empleando etanol.   
 
Dado que algunos autores reportan que el tiempo de archivo de los bloques de 
parafina puede jugar también un papel en la disminución de la intensidad de la 
señal, en la presente investigación se hicieron algunos ensayos con tejidos de 
diagnóstico procesados recientemente, sin notar ningún cambio en la obtención de 
señal. Selvarajan et al. ( 2003), por ejemplo, notaron una disminución significativa 
en el porcentaje de recuperación de la señal en tejidos que habían sido 
mantenidos más de 12 meses con respecto a los que habían permanecido menos 
de 12 meses embebidos en parafina. 
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Otro de los factores a considerar es el tamaño de la sonda. Teóricamente, sondas 
largas (>500 bases) tienden a tener una buena sensibilidad debido a la mayor 
cantidad de moléculas de marcador que pueden contener; sin embargo, sondas 
más cortas pueden tener una mayor penetración y de este modo tener igual o 
mejor sensibilidad (Brown, 1998).   
 
Como alternativa a la ausencia de marcación en las bacterias libres en los tejidos 
en la presente investigación, se tomó la decisión de emplear una sonda de 
oligonucleótidos comercial para la detección de S. agalactiae, descrita 
originalmente por Trebesius et al. (2000) (reportados por Kempf et al., 2000) y 
cuyo tamaño es de solo 20pb, comparado con los 860 pb que tenía la sonda 
sintetizada originalmente por nosotros mediante PCR. A pesar de que con aquel 
tipo de sondas no se logró el objetivo con las bacterias libres, fue solamente con 
éstas que se obtuvo la marcación en el interior de los granulomas. 
 
Las sondas de oligonucleotidos son utilizadas con éxito para la HIS en una gran 
variedad de microorganismos en tejidos embebidos en parafina, como S. suis 
(Boye et al., 2000), H. pilori (Samarbaf-Zadeh et al., 2006), diferentes especies de 
Rickettsias (Svendsen et al., 2009), Pasteurella multocida (Mbuthia et al., 2001) y 
diferentes bacterias que contienen ácido mycolico (Carr et al., 2005). Kempf et al. 
(2000) emplearon con éxito un set de diferentes sondas de oligonucleotidos en 
frotis de cultivos sanguíneos para la diferenciación y detección de las diferentes 
bacterias causantes de sepsis en el ser humano; Poppert et al. (2009) obtuvieron 
resultados semejantes en un estudio similar para la detección de Streptococcus β-
hemoliticos. Greisen et al. (1994) usaron también con éxito un conjunto de sondas 
de oligonucleotidos dirigidas contra el gen 16S ARNr para identificar la mayoría de 
bacterias causantes de septicemia y meningitis, hibridizando productos de PCR. 
Artz, et al. (2003) lograron la identificación positiva de S.agalactiae mediante la 
 68 
técnica de FISH con la misma sonda de oligonucleotidos empleada en esta 
investigación, pero en frotis vaginales.  
 
A pesar del pretratamiento enzimático una significativa cantidad de 
Staphylococcus aureus no fueron accesibles a la sonda debido a una insuficiente 
permeabilización de la membrana. Como una alternativa a esto, los autores 
probaron con sondas de péptidos de ácidos nucleicos marcados con fluorescencia 
(PNA FISH), las cuales contienen una estructura con carga neutral que les 
posibilita un mayor acceso a la pared celular hidrofóbica (Hartmann et al., 2005). 
 
La especificidad de la sonda utilizada en el presente estudio pudo comprobarse de 
manera clara, la cual, con la metodología y los géneros y especies de bacterias 
incluidas, fue del 100%. Kempf et al. (2000) encontraron una especificidad del 
100% empleando sondas de oligonucleotidos contra diferentes tipos de bacterias 
causantes de sepsis, incluida la usada en esta investigación. Igual resultado 
encontraron Poppert et al. (2009) usando estos mismos tipos de sondas y la 
técnica de FISH para la detección Streptococcus β-hemolíticos en frotis de 
bacterias. Samarbaf-Zadeh et al. (2006) reportan la misma especificidad en la 
detección de Helicobacter pilori también con sondas de oligonucleotidos. 
 
Como se mencionó en los resultados, el hecho de no obtener hibridación positiva 
de las bacterias libres en los tejidos, imposibilitó la determinación de la 
sensibilidad de la HIS y su comparación con los resultados de otras técnicas.   
 
La sensibilidad y eficiencia de la HIS depende de las siguientes variables y para 
las cuales deben determinarse las condiciones más óptimas: a) la síntesis de la 
sonda y las condiciones de hibridación, b) el tipo y la eficiencia en la marcación de 
la sonda, c) la preparación de los tejidos (fijación) y d) el método usado para la 
detección de la señal (Chevalier et al., 1997). Todas ellas fueron observadas de 
manera estricta en el presente trabajo.     
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En frotis vaginales el cultivo bacteriano mostró una sensibilidad del 64,4% para la 
detección de S. agalactiae, comparada con el 98,3% mediante la técnica de FISH. 
El tiempo para los resultados por esta última fue de 3,5 horas mientras que el 
cultivo necesitó por lo menos 36 horas. El límite de detección por FISH 
corresponde a otros métodos microscópicos y puede ser estimado en 103 a 104 
UFC/ml (Artz et al., 2003). En el caso de otros patógenos, la HIS mostró mayor 
sensibilidad que el cultivo para diferenciar cepas patógenas y no patógenas de H. 
pilori en biopsias gástricas (Camorlinga-Ponce et al., 2004). Kempf et al. (2000) 
encontraron un límite de detección por FISH de 103
De los sistemas de amplificación de la señal, el método CARD (catalyzed reporter 
deposition) ha demostrado ser el más promisorio ya que es fácil de usar, rápido, 
 microorganismos/ml. 
 
Otro de los objetivos que se vio afectado por la imposibilidad de marcar las 
bacterias libres en los tejidos fue la evaluación efectiva del uso de la tiramida 
como método para la amplificación de la señal. No obstante lo anterior, su efecto 
positivo pudo visualizarse a través de la mayor señal obtenida en el interior de los 
granulomas (Figs. 15 y 16).  
 
Aunque la sensibilidad de detección de los procedimientos convencionales de HIS 
es aproximadamente 1-5 kb de ADN blanco, y puede alcanzar el nivel de una 
simple molécula de ARNm en los sistemas más óptimos de experimentación de 
células, este grado de sensibilidad usualmente no puede ser alcanzada en la 
detección de ácidos nucleicos de rutina, así como en secciones de tejido, debido a 
factores como la accesibilidad y pérdida de los ácidos nucleicos blanco. Como 
consecuencia, los límites de detección en cortes de tejido están en el rango de 
40kb de ADN blanco y de 10 a 20 copias de ARNm o ADN viral por célula. Debido 
a esto, se han desarrollado diversas estrategias para aumentar la eficiencia de la 
detección, como son los sistemas de amplificación de la señal (Speel, 1999). 
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sensible y puede ser implementado como parte de los protocolos usuales de 
detección. Este se basa en la deposición mediada por peroxidasa de moléculas de 
tiramida, las cuales se unen a porciones de proteína, como la tirosina, en sitios 
cercanos a donde se localiza la peroxidasa. Con este método se logra aumentar la 
sensibilidad en un rango de 2 a 100 veces (Komminoth and Werner, 1997; von 
Wasielewski et al., 1997; Speel, 1999; Wiedorn et al., 1999). 
 
Cuando se compara la PCR in situ con la HIS con el uso de la tiramida, como 
alternativa para la amplificación de la señal, ésta última demuestra mayor 
sensibilidad y reproducibilidad (Wiedorn et al., 1999). Con la ayuda de la 
amplificación de la señal con tiramida la sensibilidad en la detección de cuatro 
importantes bacterias en humanos estuvo entre 0,5 y 5 ng de ARN total, lo cual es 
de 100 a 1000 veces más sensible que lo reportado con lo métodos usuales 
(Wang et al., 2004). 
 
Aunque la amplificación de la señal con la tiramida tiende a aumentar 
significativamente la señal, y por ende la sensibilidad, también puede producir un 
mayor background, resultante de la deposición de tiramidas biotiniladas cerca a la 
actividad de la peroxidasa; esto también disminuye la resolución espacial de la 
señal (Wiedorn et al., 1999). Como un esfuerzo para disminuir la intensidad de 
posibles señales de background, se han desarrollado metodologías para la 
síntesis de sondas de oligonucleotidos marcados directamente con peroxidasa, de 
esta forma la tiramida reacciona directamente con la sonda hibridada a la 
secuencia de interés, obviándose un paso en la reacción (van de Corput et al., 
1998; van Gijlswijk et al., 2000). En nuestro caso se observó la tendencia a 
producir un mayor background con el uso de la tiramida, pero este fue controlado 
mediante bloqueos a la peroxidasa y biotina endógenas. 
 
Pernthaler et al. (2002) probaron diferentes diluciones de tiramida y observaron mayor 
sensibilidad sin aumento significativo del “background” en la dilución 1:10; soluciones 
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más concentradas provocaron alto background. 
En un estudio comparativo entre PCR, inmunohistoquímica, hibridación in situ y 
cultivo microbiológico para la detección de Haemophilus somnus en bovinos con 
von Wasielewski et al. (1997) 
obtuvieron los mejores resultados empleando una dilución de la tiramida de 1:500, 
con la cual incrementaron la dilución del anticuerpo cinco veces. En la presente 
investigación se empleó la dilución recomendada por el proveedor (1:100). 
Efectivamente, uno de nuestros objetivos era determinar hasta que punto se podía 
aumentar la sensibilidad de la HIS con diferentes diluciones de la tiramida; sin 
embargo, debido a los inconvenientes anteriormente expuestos para la 
determinación de la sensibilidad de la técnica, estos ensayos no se llevaron a 
cabo. 
 
En la comparación de los resultados entre HIS e IPI en la presente investigación, y 
con referencia sólamente a la marcación en el interior de los granulomas, se 
encontró una relación prácticamente equivalente entre lo observado con la 
hibridación in situ y la IPI; esto ratifica hallazgos previos de nuestro grupo en que 
la técnica de IPI desarrollada por nosotros tuvo una alta especificidad para S. 
agalactiae. También de manera preliminar, le otorga una alta confiabilidad a la 
futura complementación de la HIS cuando se logre la marcación individual de la 
bacteria. Boye et al. (2000), obtuvieron resultados muy similares al comparar las 
técnicas de hibridación in situ, inmunofluorescencia y peroxidasa – antiperoxidasa; 
solamente observaron algunas diferencias en la intensidad de la señal en algunos 
tejidos. Ya que el límite de detección para sondas dirigidas contra el ARN es 
dependiente del número de copias de ARN en la célula, el resultado de la HIS 
dependerá entonces de la actividad fisiológica de los microorganismos antes de la 
fijación de la muestra. En contraste, los métodos inmunohistoquímicos dependen 
de la expresión fenotípica de los determinantes antigénicos y de la especificidad 
de los anticuerpos empleados pero son independientes de la actividad fisiológica 
de los microorganismos. 
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neumonía, se encontró que la técnica con mayor porcentaje de detección fue la 
PCR (45%), seguida por la HIS (29%) y la inmunohistoquímica (26%); el cultivo 
microbiológico fue la de menor porcentaje de detección (15%) (Tegtmeier et al., 
2000). Sin embargo, se debe recordar que en diferentes contextos investigativos y 
de diagnóstico el problema no es solo de sensibilidad sino de seguridad de que el 
patógeno se encuentre en los tejidos en estudio; puede suceder que en ocasiones 
la técnica de PCR detecte un microorganismo X en los extractos de un tejido, pero 
permanecerá la duda de si el microorganismo en verdad estaba allí causando 
problema o sólo era un habitante habitual del hospedero del cual se obtuvieron los 
tejidos. Duda metódica siempre latente en el trabajo con agentes bacterianos 
particularmente de los peces. 
 
En general, la diferencia entre los métodos inmunohistoquímicos y la hibridación in 
situ con microbiología puede deberse a la ausencia de bacterias vivas al momento 
del aislamiento, por el uso de terapias antibióticas, por ejemplo. Con los otros 
métodos, en cambio, se pueden detectar los antígenos o los ácidos nucléicos 
independiente del uso de estas sustancias (Boye et al., 2000). Jung et al. (2004) 
observaron un acuerdo del 100% en el porcentaje de detección del H. parasuis 
entre la PCR anidada y la HIS en tejidos embebidos en parafina. 
 
La PCR en tiempo real ha demostrado ser igualmente de utilidad en la detección 
de este tipo de microorganismos con una alta especificidad y sensibilidad (Bergh 
et al., 2004).  
 
Finalmente, los resultados obtenidos en el presente estudio se constituyen en una 
buena base para continuar con el perfeccionamiento de esta técnica y lograr 
efectivamente su aplicación en futuros estudios de diagnóstico, epidemiológicos y 
de patogénesis con este y otro tipo de microorganismos de interés.  
 73 
2.4. BIBLIOGRAFIA 
 
Adamou JE, Wizemann TM, Barren P and Langermann S. Adherence of Streptococcus 
pneumoniae to human bronchial epithelial cells (BEAS-2B). Infect. Immun. 66: 820-822, 
1998. 
 
Agnew W and Barnes AC. Streptococcus iniae: An aquatic pathogen of global veterinary 
significance and a challenging candidate for reliable vaccination. Vet Microbiol., 122: 1-15, 
2007. 
 
Akhlaghi M, Munday BL and Whittington RJ. Comparison of passive and native 
inmunization  of fish against streptococcosis (enterococcosis). J. Fish. Dis. 19:251- 258, 
1996. 
 
Alonso de Velasco E, Verheul FM, Verhoef J and Snippe H. Streptococcus pneumoniae: 
virulence factors, pathogenesis, and vaccines. Microbiol. Rev., 4: 591-603, 1995. 
 
Anderson ML.  Nucleic acid  hybridization. Springer - Verlag, New York, USA. p.p. 240. 
1999.  
 
Anzai T, Timoney JF, Kuwamoto Y, Fujita Y, Wada R and Inoue T. In vivo pathogenicity 
and resistance to phagocytosis of Streptococcus equi strains with different levels of 
capsule expresión. Vet Microbiol., 67: 277-286, 1999.  
 
Artz LA, Kempf VA, and Autenrieth IB. Rapid screening for Streptococcus agalactiae in 
vaginal specimens of pregnant women by fluorescent in situ hybridization. J. Clin. 
Microbiol. 41: 2170-2173. 2003.  
 
Austin B and Austin DA. Characterístics of the diseases. In Bacterial Pathogens: diseases 
of farmed and wild fish. Pp. 13-15. 1999.    
 
Barken KB, Haagensen JA, and Tolker-Nielsen T. Advances in nucleic acid-based diagnostics of 
bacterial infections. Clin. Chim. Acta. 384:1-11, 2007. 
 
Barnes AC and Ellis AE. Role of capsule in serotypic differences and complement fixation 
by Lactococcus garvieae. Fish Shellfish Immunol. 16: 207-214, 2004.  
 
Baya AM, Lupiani B, Hetrick FM, Roberson BS, Lucakovic R, May E and Poukish C. 
Association de Streptococcus sp. with fish mortalities in the Chesapeake Bay and its 
tributaries. J. Fish. Dis. 13:251-253, 1990. 
 
Beesley JE.  (Ed) Immunocytochemistry and in situ hybridization in the biomedical sciences. 
Birkhäuser Boston, NY, USA. p.p. 267. 2001.  
 
Bercovier  H, Ghittino C and Eldar A. Immunization with bacterial antigens: infections with 
Streptococcoci and related organisms. Fish Vaccinology. 90:153-160, 1997. 
 
 74 
Berent LM, Messick JB,Cooper SK and Cusick PK. Specific in situ hybridization of 
Haemobartonella felis with a DNA probe and tyramide signal amplification. Vet Pathol. 
37:47–53, 2000.  
 
Bergh K, Stoelhaug A, Loeseth K and Bevanger L. Detection of group B streptococci 
(GBS) in vaginal swabs using real-time PCR with TaqMan probe hybridization. Indian J 
Med Res. 119 (suppl): 221-223, 2004.  
 
Berridge BR, Bercovier H and Frelier PF. Streptococcus agalactiae and Streptococcus 
difficile 16S-23S intergenic rDNA: genetic homogeneity and species-specific PCR. Vet. 
Microbiol. 78: 165-173, 2001. 
 
Bobrow MN, Harris TD, Shaughnessy KJ and Litt GJ. Catalyzed reporter deposition, a 
novel method of signal amplification. Application to immunoassays. J Immunol Methods. 
125: 279-285, 1989. 
 
Boehringer Mannheim GmbH, Biochemica. Nonradioactive in situ hybridization application 
manual. Mannheim  31, Germany.  72 p. 1992.  
 
Bohórquez IA, y Botero L. Elaboración de sueros policlonales hiperinmunes contra 
Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica y producción de un segundo antisuero 
conjugado con peroxidasa para su utilización en una técnica de inmunoperoxidasa 
indirecta. Tesis para optar por el titulo de Médico Veterinario. Universidad Nacional de 
Colombia, Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, Bogotá D.C.  1993. 
 
Bowser PR, Wooster GA, Getchell RG and Timmons MB. Streptococcus iniae infection of 
tilapia Oreochromis niloticus in a recirculation production facility. J. World. Aqua. Soc. 3: 
335-339, 1998. 
 
Boye M, Feenstra AA, Tergtmeier C, Andresen LO, Rasmussen SR and Hansen VB. 
Deterction of Streptococcus suis by in situ hybridization, indirect immunofluorescent, and 
peroxidase-antiperoxidase assays in formalin-fixed, paraffin-embedded tissues sections 
from pigs. J. Vet. Diagn. Invest. 12: 224-232, 2000. 
 
Bromage E, Thomas A and Owens L. Streptococcus iniae, a bacterial infection in 
barramundi Lates calcarifer.  Dis. Aquat. Org.,  36: 177-181, 1999. 
 
Brown C. In situ hybridization with riboprobes: an overview for veterinary pathologists.  
Vet. Pathol.  35: 159-167, 1998. 
 
Calvinho LF, Almeida RA and Oliver SP. Potential virulence factors of Streptococcus 
dysgalactiae associated with bovine mastitis. Vet. Microbiol., 61:93-110, 1998.  
 
Camorlinga-Ponce M, Romo C, González-Valencia G, Muñoz O, and Torres L. 
Topographical localisation of cagA positive and cagA negative Helicobacter pylori strains 
in the gastric mucosa; an in situ hybridization study. J. Clin. Pathol. 57: 822-828, 2004. 
 
 75 
Carr EM, Eales K, Soddell J, and Seviour RJ. Improved permeabilization protocols for 
fluorescent in situ hybridization (FISH) of mycolic-acid-containing bacteria found in foams. 
J. Microbiol. Methods. 61: 47-54, 2005. 
 
Carrasco N, Arzul I, Berthe FC, and Furones MD. In situ hybridization detection of initial 
infective stages of Marteilia refringens (Paramyxea) in its host Mytilus galloprovincialis. J. 
Fish Dis.  31: 153-157. 2008.  
 
Carvalho HS, Baptista ML, Pinto MA, Silva M, Takiya CM, Chagas V, Pannain V, Coelho 
HS, and Yoshida CF. Detection of hepatitis C virus RNA by in situ hybridization in 
paraformaldehyde fixed biopsies. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Río de Janeiro. 100: 269-272, 
2005. 
 
Clay H, and Ramakrishnan L. Multiplex fluorescent in situ hybridization in zebrafish 
embryos using tyramide signal amplification. Zebrafish. 2: 105-111, 2005. 
 
Cornacchione P, Scaringi L, Fettucciari K, Rosati E, Sabatini R, Orefici G, Von Hunolstein 
C, Modesti A, Modica A,  Minelli F and Marconi P. Group B streptococci persist inside 
macrophages. Immunology. 93: 86-95, 1998. 
 
Cunningham CO. Molecular diagnosis of fish and shellfish diseases: present status and 
potential use in disease control. Aquaculture 206: 19-55, 2002. 
 
Chabot-Roy G, Willson P, Segura M, Lacouture S and Gottschalk M. Phagocytosis and 
killing of Streptococcus suis by porcine neutrophils. Microbial Pathogenesis, 41: 21-32, 
2006.  
 
Chang PH and Plumb JA. Histopathology of experimental Streptococcus sp. infection in 
tilapia, Oreochromis niloticus (L.), and channel catfish, Ictalurus punctatus (Rafinesque). J. 
Fish Dis. 19: 235-241, 1996. 
 
Chesselet MF.  (Ed) In situ hybridization histochemistry. CRC Press Inc. Boca Raton FL. 
USA. p.p. 211. 1990.  
 
Chevalier J, Yi J, Michel O, and Tang XM. Biotin and digoxigenin as labels for light and 
electron microscopy in situ hybridization probes: where do we stand?. J. Histochem. 
Cytochem. 45: 481-491, 1997.  
 
Diaz CA. Desarrollo y evaluación de procedimientos serológicos e inmunohistoquímicos 
en el diagnóstico de la leptospirosis bovina. Tesis de maestría. Universidad Nacional de 
Colombia, Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, Bogotá D.C.  1995. 
 
Diler Ö, Altun S, Adiloglu AK, Kubilay A, and Isikli B. First occurrence of Streptococcosis 
affecting farmed rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) in Turkey. Bull. Eur. Assoc . Fish 
pathol. 22: 21-26, 2002. 
 
Dodson SV, Maurer JJ and Shotts EB. Biochemical and molecular typing of Streptococcus 
iniae isolated from fish and human cases. J. Fish Dis. 22: 331-336, 1999. 
 76 
 
Doménech A, Fernández-Garayzábal J, Pascual C, García J, Cutuli M, Moreno M, Collins 
M and Domínguez L. Streptococcosis in cultured turbot Scophthalmus maximus (L), 
associated with Streptococcus parauberis. J. Fish Dis. 19: 33-38, 1996. 
 
Duremdez R, Al-MarzoukA, Qasem JA, Al-Harbi A and Gharabally H. Isolation of 
Streptococcus agalactiae from cultured silver pomfret, Pampus argenteus (Euphrasen), in 
Kuwait. J. Fish Dis.,  27: 307–310. 2004.  
 
Eldar A, Frelier P, Assenta L, Varner P, Lawhon S and Bercovier H. Streptococcus shiloi, 
the name of an agent causing septicemic infection in fish, is a junior synonym of 
Streptococcus iniae. Int. J. Syst. Bacteriol. 45: 840-842,1995a. 
 
Eldar A, Ghittino C, and Bercovier H. Molecular taxonomy clarifies the status of Gram 
positive cocci fish pathogens. In: Abstracts book.  European Association of Fish 
Pathologists. Seventh International Conference, “Diseases of Fish and Shellfish”. Palma 
de Mallorca, Sept. 1995. p 25. 1995b. 
 
Eldar A, Ghittino C, Asanta L, Bozzetta E, Goria M, Prearo M and Bercovier H. 
Enterococcus seriolicida is a junior synonym of Lactococcus garvieae, a causative agent 
of septicemia and meningoencephalitis in fish. Curr. Microbiol. 32: 85-88, 1996. 
 
Evans JJ, Shoemaker CA and Klesius PH. Experimental Streptococcus iniae infection of 
hybrid striped bass (Morone saxatilis X M. chrysops) and tilapia (Oreochromis niloticus) 
by nares infection.  Aquaculture. 189: 197-210. 2000.  
 
Evans JJ, Klesius PH, Gilbert PM, Shoemaker CA, Al Sarawi MA, Landsberg J, 
Duremdez R, Al Marzouk A and Al Zenki S.  Characterization of β-haemolytic Group B 
Streptococcus agalactiae in cultured seabream, Sparus auratus L., and wild mullet, Liza 
klunzingeri (Day), in Kuwait.  J. Fish Dis., 25: 505-513. 2002.  
 
Evans MF, Aliesky HA and Cooper K.  Optimization of biotinyl-tyramide-based in situ 
hybridization for sensitive background-free applications on formalin-fixed, paraffin-
embedded tissue specimens.  BMC Clin Pathol., 3: 505-513. 2003
GeneDetect Limited. In-situ hybridization using GeneDetect
.  
 
Evans JJ, Klesius PH, and Shoemaker CA. Streptococcus in warm-water fish. 
Aquaculture Health International. Noviembre: 10-14. 2006.  
 
Ferguson HW, Morales JA and Ostland VE. Streptococcosis in aquarium fish. Dis. Aquat. 
Org., 19: 1-6, 1994. 
 
TM oligonucleotide probes 
GreenStar BIOTIN-labeled probe, paraffin tissue sections, detection by AP (alkaline 
phosphatase) or HRP (Horseradish peroxidase) with or without tyramide signal 
amplification (TSA). (Last update: 1 june 2001, Ver 1.2). Disponible en: 
http://www.genedetect.com/insitu.htm.  
 
 77 
GeneDetect.  In situ hybridization – the issues. Disponible en: 
http://www.genedetect.com/insitu.htm (actualizada el 9 de septiembre de 2.008).  
 
Gibello A, Blanco M, Domínguez L y Fernández-Garayzábal J. Utilización de la PCR para 
el diagnóstico en ictiopatología. Revista AquaTIC. Nro. 15, Noviembre 2001.  
 
Greisen K, Loeffelholz M, Purohit A, and Leong D. PCR primers and probes for the 16S 
rRNA gene of most species of pathogenic bacteria, including bacteria found in 
cerebrospinal fluid. J. Clin. Microbiol. 32: 335-351. 1994. 
 
Guittino C and Prearo M. Comparazione di algone ceppi isolate da trote iridea affette da 
streptococcosi. In: Proc. Societa Italiana di patología Ittica. II Convegno Nazionale 
"Problemi Emergenti in Ittiopatologia". Verona. Pag 1-11. Oct. 1992. 
 
Hardie J. Genus streptococcus Rosenbach 1884. In: Sneath, P.; Mair, N.; Sharpe, M. 
and Holt, J. (eds). Bergey’s manual of systematic bacteriology. Vol. 2. Williams and 
Wilkins Co., Baltimore, p 1043-1047, 1986. 
 
Hartmann H, Stender H, Schäfer A, Autenrieth IB, and Kempf VA. Rapid identification of 
Staphylococcus aureus in blood cultures by a combination of fluorescent in situ 
hybridization using peptide nucleic acid probes and flow cytometry.  J. Clin. Microbiol. 43: 
4855-4857, 2005. 
 
Hernández E, Figueroa J, and Iregui C.  Streptococcosis on a red tilapia, Oreochromis 
sp., farm: a case study.  J. Fish Dis., 32: 247-252. 2009.  
 
Hidaka Y, Tanaka S, and Suzuki M. Analysis of salmon calcitonin I in the ultimobranchial 
gland and gill filaments during development of rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, by in 
situ hybridization and immujnohistochemical staining.  Zool. Sci. 21: 629-637, 2004. 
 
Hsieh CY, Tung MC, Tu C, Chang CD and Tsai SS. Enzootics of visceral granulomas 
associated with Francisella-like organism infection in tilapia (Oreochromis spp.). 
Aquaculture. 254: 129–138. 2006.  
 
Hugenholtz P, Tyson GW and Blackall L. Design and evaluation of 16S rRNA-targeted 
oligonucleotide probes for fluorescence in situ hybridization. En: Methods in Molecular 
Biology, vol. 176: Steroid Receptor Methods: Protocols and Assays. Ed: Liebermann BA. 
Humana Press Inc. Totowa NJ. USA. p.p. 29-41. 2001.  
 
Iregui C, Hernandez E, Jimenez A, Pulido A, Rey A, Comas J, Peña L y Rodriguez M. 
Primer mapa epidemiológico de las lesiones y enfermedades de los peces en Colombia.  
Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, 
Grupo de Fisiopatología Veterinaria. Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural. Bogotá 
D.C. 70p, 2004. 
 
Iwanaga T, Goto M, and Watanabe M. Cellular distribution of glutamate transporters in the 
gastrointestinal tract of mice. An immunohistochemical and in situ hybridization approach. 
Biomed. Res. 26: 271-278, 2005. 
 
 78 
Jimenez AP, Rey AL, Penagos LG, Ariza MF, Figueroa J e Iregui CA. Estado actual de la 
estreptococosis  en tilapias cultivadas en Colombia. Rev. Med. Vet. Zoo. 54: 120-123, 
2007.  
 
Jung K and Chae C. In-situ hybridization for the detection of Haemophilus parasuis in 
naturally infected pigs.  J. Comp.Path. 130: 294-298, 2004. 
 
Jung K, Ha Y, Kim S and Chae C. Development of polymerase chain reaction and 
comparison with in situ hybridization for the detection of Haemophilus parasuis in formalin-
fixed, paraffin-embedded tissues.  J. Vet. Med. Sci. 66: 841-845, 2004. 
 
Kempf VA, Trebesius K and Autenrieth IB. Fluorescent in situ hybridization allows rapid 
identification of microorganisms on blood cultures. J. Clin. Microbiol. 38: 830:838, 2000. 
 
Kitao T. Streptococcal infections. In: Inglis V, Roberts R and Bromage N. Bacterial 
diseases of fish. Blackwell, Oxford. Pag. 196-210, 1993. 
 
Kitayama Y, Igarashi H, Kozu T, Nagura K, Ohashi Y and Sugimura H. Repeated 
fluorescent in situ hybridization by a microwave-enhanced protocol. Pathol. Int. 56: 490-
493, 2006.  
 
Kobayashi K, Takeuchi H, Sasaki M, Hasegawa M and Hirai K. Detection of Epstein-Barr 
virus infection in the epithelial cells and lymphocytes of non-neoplasic tonsils by in situ 
hybridization and in situ PCR. Arch Virol. 143: 803-813, 1998. 
 
Koedel U, Scheld WM and Pfister HW. Pathogenesis and pathophysiology of 
pneumococcal meningitis. Lancet Infect Dis. 2: 721–36, 2002.  
 
Koffron AJ, Hummel M, Patterson BK, Yan S, Kaufman DB, Fryer JP, Stuart FP and 
Abecassis MI. Cellular localization of latent murine cytomegalovirus. J. Virol. 72: 95-103, 
1998. 
 
Komminoth P and Werner M. Target and signal amplification: approaches to increase the 
sensitivity of in situ hybridization. Histochem Cell Biol. 108: 325-333, 1997. 
 
Kusuda R, Sigiyama A, Kawai K, Inada Y and Yoneda M. Pathogenesity of 
Streptococcus sp. and Vibrio anguillarum in cultured ayu. Bull. Japan. Soc. Sci. Fish., 
47:993-997. 1981. 
 
Kusuda R and Salati F. Major bacterial diseases affecting mariculture in Japan. Ann. Rev. 
Fish Dis. 20: 69-83, 1993. 
 
Kvitt H, and Colorni A. Strain variation and geographical endemism in Streptococcus iniae. 
Dis. Aquat. Org. 61: 67-73, 2004. 
 
Lau SK, Woo PC, Tse H, Leung KW, Wong SS and Yuen KY.  Invasive Streptococcus iniae 
Infections Outside North America. J. Clin. Microbiol. 41: 1004-1009, 2003. 
 
 79 
Lehtola MJ, Torvinen E, Miettinen IT, and Keevil CW. Fluorescent in situ hybridization 
using peptide nucleic acid probes for rapid detection of Mycobacterium avium subsp. 
avium and Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in potable-water biofilms. Appl. 
Environ. Microbiol. 72: 848-853, 2006.  
 
Luque J y Herraez A. Biología molecular e ingeniería genética. Conceptos, técnicas y 
aplicaciones en ciencias de la salud. Hardcourt, 2001.  
 
Martinez A, Miller MJ, Quinn K, Unsworth EJ, Ebina M and Cuttitta F.  Non-radioactive 
localization of nucleic acids by direct in situ PCR and in situ RT-PCR in paraffin-embedded 
sections. J. Histochem Cytochem. 43: 739-747, 1995. 
 
Mbuthia PG, Christensen H, Boye M, Petersen KM, Bisgaard M, Nyaga PN, and Olsen JE. Specific 
detection of Pasteurella multocida in chickens with fowl cholera and in pig lung tissues using 
fluorescent rRNA in situ hybridization. J. Clin. Microbiol. 39: 2627-2633, 2001. 
 
McDougall JK, Myerson D, and Beckmann AM.  Detection of viral DNA and RNA by in situ 
hybridization. J. Histochem. Cytochem. 34: 33-38, 1986.  
 
McNulty ST, Klesius PH, Shoemaker CA and Evans JJ. Streptococcus iniae infection and tissue 
distribution in hybrid striped bass (Morone chrysops x Morone saxatilis) following inoculation of 
the gills. Aquaculture. 220:165-173. 2003.  
 
Mertz L, Westfall B and Rashtchian A. PCR nonradioactive labeling system for synthesis 
of biotinylated DNA probes. Focus 16: 49-51, 1994. 
 
Mian GF, Godoy DT, Leal CA, Yuhara TY, Costa GM and Figueiredo HC. Aspects of the 
natural history and virulence of S. agalactiae infection in nile tilapia. Vet. Microbiol., 136: 
180-183, 2009. 
 
Molinari G and Chhatwal GS. Streptococcal invasion. Curr. Opin. Microbiol. 2:56–6, 1999.  
 
Morel G and Cavalier A.  In situ hybridization in light microscopy. CRS Press LLC, Boca 
Raton. FL, USA. p.p. 327. 2001.  
 
Morris DJ, Adams A, and Richards RH. In situ hybridization of DNA probes to PKX, the 
causative organism of proliferative kidney diseases (PKD). J. Fish Dis. 22: 161-163. 
1999. 
 
Moter A and Göbel U.  Fluorescence in situ hybridization (FISH) for direct visualization of 
microorganisms. J. Microbiol. Methods. 41: 85-112, 2000. 
 
Múzquiz J, Royo F, Ortega C, Blas de I, Ruiz I and Alonso J. Pathogenecity of 
Streptococcosis in rainbow trout (Oncorhynchus mikiis): dependence of age of diseased 
fish. Bull. Eur. Ass. Fish Pathol. 19: 114-119, 1999. 
 
Neely MN, Pfeifer JD and Caparon M. Streptococcus-Zebrafish Model of Bacterial 
Pathogenesis. Infection and Immunity. 70: 3904-3914, 2002. 
 
 80 
Nguyen H, Kanai K and Yoshikoshi K. Ecological investigation of Streptococcus iniae in 
cultured Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) using selective isolation procedures. 
Aquaculture. 205: 7-17, 2002. 
 
Nomoto R, Munasinghe LI, Jin DH, Shimahara Y, Yasuda H, Nakamura A, Misawa N, 
Itami T, and Yoshida T. Lancefield group C Streptococcus dysgalactiae infection 
responsible for fish mortalities in Japan. J. Fish Dis. 27: 679-686, 2004. 
 
Nuovo GJ, MacConnell P, Forde A and Delvenne P. Detection of human papillomavirus 
DNA in formalin-fixed tissues by in situ hybridization after amplification by polymerase 
chain reaction. Am. J. Path. 139: 847-854, 1991. 
 
Nunan LM, Poulus B, Redman R, Groumellec ML, and Lightner DV.  Molecular detection 
methods developed for a systemic rickettsia-like bacterium (RLB) in Penaeus monodon 
(Decapoda: Crustacea). Dis. Aquat. Org. 53: 15-23, 2003. 
 
Okada H, Usuda H, Tajima T, Kawahara M, Yoshino T and Rikihisa Y. Distribution of 
Ehrlichiae in tissues as determined by in-situ hybridization. J. Comp. Path. 128: 182-187, 
2003. 
 
Olivares-Fuster O, Klesius PH, Evans J, and Arias CR. Molecular typing of 
Streptococcus agalactiae isolates from fish. J. Fish Dis. 31: 277-283. 2008. 
 
Oliveira K, Procop GW, Wilson D, Coull J, and Stender H. Rapid identification of 
Staphylococcus aureus directly from blood cultures by fluorescent in situ hybridization with 
peptide nucleic acid probes. J. Clin. Microbiol. 40: 247-251. 2002. 
 
Oliver KR, Heavens RP, and Sirinathsinghji DJ. Quantitative comparison of pretreatment 
regimens used to sensitive in situ hybridization using oligonucleotide probes on paraffin-
embedded brain tissue. J. Histochem. Cytochem. 45: 1707-1713, 1997. 
 
Pandya U, Sinha M, Luxon BA, Watson DA and Niesel DW. Global transcription profiling 
and virulence potential of Streptococcus pneumoniae after serial pasaje. Gene. 44: 22-31, 
2009.  
 
Pantoja CR, and Lightner DV. Detection of hepatopancreatic parvovirus (HPV) of penaid 
shrimp by in situ hybridization at the electron microscope level. Dis. Aquat. Org. 44: 87-96, 
2001. 
 
Pardue ML. and Gall JG. Molecular hybridization of radioactive DNA to the DNA of 
cytological preparations. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 64: 600-604, 1969. 
 
Perera R, Johnson S and Lewis D. Epizootiological aspects of Streptococcus iniae 
affecting tilapia in Texas.  Aquaculture,  152: 25-33, 1997. 
 
Pernthaler A, Pernthaler J
 
 and Amann R. Fluorescence in situ hybridization and catalyzed 
reporter deposition for the identification of marine bacteria. Appl. Environ. Microbiol., 68: 
3094-3101, 2002. 
 81 
Phillips RB, and Reed KM. Application of fluorescence in situ hybridization (FISH) 
techniques to fish genetics: a review .  Aquaculture,  140: 197-216, 1996. 
 
Pöhlmann-Dietze P, Ulrich M, Kiser KB, Döring G, Lee JC, Fournier JM, Botzenhart K and 
Wolz CH. Adherence of Staphylococcus aureus to endothelial cells: Influence of capsular 
polysaccharide, global regulator agr, and bacterial growth phase. Infect. Immun. 68: 4865-
4871. 2000.  
 
Poppert S, Essig A, Stoehr B, Steingruber A, Wirths B, Juretschko S, Reischl U, and Wellinghausen 
N. Rapid diagnostic of bacterial meningitis by real-time PCR and fluorescent in situ hybridization. 
J. Clin. Microbiol. 43: 3390-3397, 2005. 
 
Poppert S, Nickel D, Berger A, Yildiz T, Kaestner N, Mauerer S, and Spellerberg B. Rapid 
identification of beta-hemolytic streptococci by fluorescent in situ hybridization (FISH). Int. J. 
Med. Microbiol. 299: 421-426, 2009. 
 
Prieta J, Doménech AM, Fernández-Garayzábal JF, Collins MD, Rodrigues UM, Jones D, 
Rodríguez A and Domínguez L. Lactococosis de la trucha arco iris (Oncorhynchus mikiis). 
Med. Vet. 6: 367-373, 1993. 
 
Pulido EA, Iregui CA y Figueroa J. Reporte de Streptococcosis en tilapias cultivadas en 
Colombia. Memorias II congreso Suramericano de acuicultura. Puerto la Cruz. Venezuela. 
Tomo II. Pag. 229-239, 1999. 
 
Ray RA, Smith M, Sim R, Nystrom M, Pounder RE and Wakefield AJ. The intracellular 
polymerase chain reaction for small CMV genomic sequences within heavily infected 
cellular sections. J. Path. 177:171-180, 1995. 
 
Register KB, Lee RB, and Thomson C. Two-color hybridization assay for simultaneous detection of 
Bordetella bronchiseptica and toxigenic Pasteurella multocida from swine
Retzel EF, Staskus KA, Embretson JE and Haase AT. The in situ PCR: Amplification and 
detection in a cellular context. Departamento de Microbiologia, Universidad de Minnesota, 
1994. 
. J. Clin. Microbiol. 36: 
3342-3346, 1998. 
 
http://www.biowww.net/detail-697.html  
 
Romalde J, Malgariños B, Nuñez S, Barja J and Toranzo A. Host range susceptibility of 
Enterococcus sp. strains isolated from diseased turbot: possible routes of infection.  
Appl. Environ. Microbiol.,  62: 607-611, 1996. 
 
Romano LA y Mejía J. Infección por Streptococcus iniae una enfermedad emergente que 
afecta a peces de cultivo y a humanos. Revista Aquatic. 18: 25-32, 2003. 
 
Russo R, Mitchell H and Yanong RP. Characterization of Streptococcus iniae isolated from 
ornamental cyprinid fishes and development of challenge models. Aquaculture. 256: 105-
110, 2006. 
 
 82 
Samarbaf-Zadeh AR, Tajbakhsh S, Moosavian SM, Sadeghi-Zadeh M, Azmi M, Hashemi 
J, and Masjedi-Zadeh A. Application of fluorescent in situ hybridization (FISH) for the 
detection of Helicobacter pilori.  Med. Sci.Monit. 12: CR426-430. 2006. 
 
Schrager HM, Rheinwald JG and Wessels MR. Hyaluronic acid capsule and the role of 
streptococcal entry into keratinocytes in invasive skin infection. J. Clin. Invest. 98:1954-
1958, 1996. 
 
Schrager HM, Alberti S, Cywes C, Dougherty GJ and Wessels MR. Hyaluronic acid 
capsule modulates M protein-mediated adherence and acts as a ligand for attachment of 
group A Streptococcus to CD44 on human keratinocytes. J. Clin. Invest. 101:1708-1716, 
1998. 
 
Schwarzacher T and Heslop-Harrison P.  Practical in situ hybridization. BIOS Scientific 
Publishers Limited, New York, USA. p.p. 203. 2000.  
 
Sellin M, Hakansson S and Norgren M. Phase-shift of polysaccharide capsule expression 
in group B streptococci, type III. Microbial Pathogenesis, 18: 401–415, 1995.  
 
Selvarajan S, Bay BH, Mamat SB, Choo A, Chuah KL, Sivaswaren CR, Tien SL, Wong CY 
and Tan PH. Detection of HER2/neu gene amplification in archival paraffin-embedded 
breast cancer tissues by fluorescence in situ hybridization. Histochem Cell Biol. 120:251-
255, 2003. 
 
Shoemaker C and Klesius P. Streptococcal diseases problems and control: a review. In: 
Fitzsimmons K. Tilapia Aquaculture. Proc. Fourth international symposium on tilapia in 
aquaculture. Florida. USA. 2: 671-680, 1997. 
 
Shoemaker C, Evans J and Klesius P. Density and dose: factors affecting mortality of 
Streptococcus iniae infected tilapia (Oreochromis niloticus).  Aquaculture, 188: 229-235. 
2000. 
 
Shoemaker C, Klesius PH and Evans JJ. Prevalence of Streptococcus iniae in tilapia, 
hybrid striped bass, and channel catfish on commercial fish farms in the United States. 
Am. J. Vet. Res. 62: 174-177. 2001. 
 
Speel EJ. Detection and amplification systems for sensitive, multiple-target DNA and RNA 
in situ hybridization: looking inside cells with a spectrum of colors. Histochem Cell Biol. 
112:89-113, 1999. 
 
Spellerberg B.  Pathogenesis of neonatal Streptococcus agalactiae infections. Microbes 
Infect. 2: 1733−1742. 2000.  
 
Srinivasan M, Sedmak D and Jewell S. Effect of fixatives and tissue processing on the 
content and integrity of nucleic acids. Am J Pathol. 161: 1961-1971, 2002. 
 
Sterflinger K, Krumbein WE and Schwiertz A. A protocol for PCR in situ hybridization of 
hyphomycetes. Internatl Microbiol. 1: 217-220, 1998. 
 
 83 
Suanyuk N, Kong F, Ko D, Gilbert GL, and Supamattaya K. Occurrence or rare genotypes of 
Streptococcus agalactiae in cultured red tilapia Oreochromis sp. and nile tilapia O. niloticus in 
Thailand-relationship to human isolates?. Aquaculture. 284:35-40, 2008.  
 
Sugiyama A, Kusuda R, Kawai K, Inada Y and Yoneda, M. The behavior of Streptococcus 
sp. bacteria in the organs of infected ayu. Bull. Japan. Soc. Sci. Fish., 47:1003-1007. 
1981. 
 
Svendsen CB, Boye M, Struve C, and Krogfelt KA. A novel fluorescent in situ hybridization 
technique for the detection of Rickettsia spp. in archival samples. J. Microbiol. Methods. 
76:301-304. 2009. 
 
Tegtmeier C, Øystein A, and Ahrens P. Comparison of bacterial cultivation, PCR, in situ 
hybridization and immunohistochemistry as tools for diagnosis of Haemophilus somnus 
pneumonia in cattle. Vet Microbiol. 76: 385-394. 2000.  
 
Toranzo AE, Devesa S, Heinen P, Riasa A, Nuñez S and Barja JL. Streptococcosis in 
cultured turbot caused by an Enterococcus- like bacterium. Bull. Eur. Assoc . Fish pathol. 
1: 19-23, 1994. 
 
Van de Corput MP, Dirks RW, Van Gijlswijk RP, Van de Rijke and Raap AK. Fluorescence 
in situ hybridization using horseradish peroxidase-labeled oligodeoxynucleotides and 
tyramide signal amplification for sensitive DNA and mRNA detection. Histochem Cell Biol. 
110: 431-437, 1998. 
 
Van Gijlswijk RP, Van de Corput MC, Bezrookove V, Wiegant J, Tanke HJ and Raap AK. 
Synthesis and purification of horseradish peroxidase-labeled oligonucleotides for tyramide-
based fluorescence in situ hybridization. Histochem Cell Biol. 113: 175-180, 2000. 
 
Vendrell D, Balcázar JL, Ruiz-Zarzuela I, de Blas I, Gironés O, Múzquiz JL. Lactococcus 
garvieae in fish: A review. Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis.. 29: 177–198, 2006.  
 
Von Wasielewski R, Mengel M, Gignac S, Wilkens L, Werner M and Georgii A. Tyramine 
amplification technique in routine immunohistochemistry. J. Histochem Cytochem. 45: 
1455-1459, 1997. 
 
Wang D, Zhu L, Jiang D, Ma X, Zhou Y and Cheng J. Direct detection of 16S rRna using 
oligonucleotide microarrays assisted by base stacking hybridization and tyramide signal 
amplification. J. Biochem. Biophys. Methods 59: 109–120, 2004.  
 
Wessels MR and Bronze MS. Critical role of the group A streptococcal capsule in 
pharyngeal colonization and infection in mice. Proc. Natl. Acad. Sci. 91: 12238-12242, 
1994. 
 
Wierdorn KH, Kühl H, Galle J, Caselitz J and Vollmer E. Comparison of in-situ 
hybridization, direct and indirect in-situ PCR as well as tyramide signal amplification for the 
detection of HPV. Histochem Cell Biol. 111: 89-95, 1999. 
 
 84 
Winram SB, Jonas M, Chi E and Rubens CE. Characterization of group B Streptococcal 
invasion of human chorion and amnion epithelial cells in vitro. Infect. Immun. 66: 4932-
4941, 1998. 
 
Yamaguchi U, Hasegawa T, Marimoto Y, Tateishi U, Endo M, Nakatani F, Kawai A, 
Chuman H, Beppu Y, Endo M, Kurotaki H, and Furuta K. A practical approach to the 
clinical diagnosis of Ewing´s sarcoma/primitive neuroectodermal tumour and other small 
round cell tumours sharing EWS rearrangement using new fluorescent in situ hybridization 
probes for EWSR1 on formalin fixed, paraffin wax embedded tissue. J. Clin. Pathol. 58: 
1051-1056, 2005.  
 
Yoshida T, Yamada Y, Sakai M, Inglis V, Xie XJ, Chen SC and Kruger R. Association of 
the cell capsule with anti-opsonophagocytosis in β-hemolytic Streptococcus spp. isolated 
from rainbow trout. J. Aquat. Anim. Health, 8: 223-228, 1996.  
 
Zhao Z., Kong F., Martinez G., Zeng X, Gottschalk M, and Gilbert G. Molecular serotype 
identification of Streptococcus agalactiae of bovine origin by multiplexPCR-based reverse 
line blot (mPCR/RLB) hybridization assay.  FEMS Microbiol Lett, 263: 236-239. 2006. 
 
 
 85 
3. CONCLUSIONES 
 
- Se obtuvo marcación altamente específica del S.agalactiae en tejidos de 
tilapia (Oreochromis spp.) por medio de la técnica de hibridación in situ.   
 
- La especificidad de la técnica de hibridación in situ para la detección de S. 
agalatiae en tejidos de tilapia fue del 100%.  
 
- Para la amplificación de la señal el método CARD (catalyzed reporter 
deposition) mediante el uso de tiramida dio muy buenos resultados en 
granulomas, se prevén resultados similares con las bacterias individuales.  
 
- La técnica de HIS para la detección del S.agalactiae en tejidos de peces es 
una técnica muy sólida para el diagnóstico, investigación epidemiológica y 
experimental. Sus ventajas frente a la PCR de tejidos radica en la confianza 
de que el microorganismo será visto dentro de los tejidos del hospedero y 
además se podrá valorar en su relación con las lesiones; pero también, una 
vez perfeccionada, será una herramienta muy útil en los estudios de 
patogénesis en el seguimiento de la bacteria a través de la invasión de los 
tejidos del hospedero.  
 
- Son necesarios futuros estudios para lograr la marcación por medio de la 
técnica de hibridación in situ de las bacterias libres presentes en los tejidos 
infectados. 
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4. RECOMENDACIONES 
 
- Continuar perfeccionando la técnica para poder evaluar su sensibilidad. 
Para ello se pueden plantear diversos ensayos que por razones de tiempo y 
de presupuesto no fue posible llevar a cabo en la presente investigación, 
como por ejemplo, ensayar con bacterias sin capsula, probar con otros tipos 
de marcadores como los fluorescentes (FISH), etc.   
 
- Dilucidar el papel que puede estar jugando la cápsula del S. agalactiae no 
solamente en las diferencias en la obtención de señal por HIS sino en la 
patogénesis de la infección. 
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ANEXOS 
 
ANEXO 1 
TÉCNICA DE DOT BLOT PARA LA DEFINICIÓN DE LAS DILUCIONES DE 
TRABAJO 
 
1. En un trozo de membrana de nylon (hybond) remarcar la cantidad de pozos 
según el número de muestras a procesar, tomando como base una microplaca 
de 96 pozos.  
2. Humedecer la membrana en 5XSSC x 5 min. To 
3. Poner 4 µl de cada muestra en el pozo respectivo remarcado sobre la 
membrana de nylon.  
ambiente. Dejar secar  
4. Fijar las muestras en la membrana de nylon por calentamiento a 80 o
5. Un lavado con TBSTween x 5 min. T
C x 2 
horas.   
o 
6. Un lavado con leche descremada (5%) en TBSTween, x 30 min. T
ambiente. 
o 
7. Tres lavados con TBSTween, x 5 min c/u. T
ambiente. 
o 
8. Incubar con la dilución correspondiente de la solución del conjugado 
streptavidina-peroxidase en reactivo de bloqueo (1% en PBS), x 10 min. T
ambiente. 
o 
9. Ocho lavados con TBSTween, x 5 min c/u. T
ambiente. 
o 
10. Incubar con la solución de detección (DAB 90 mg, THCL 50 mM pH 7,6, H
ambiente. 
2O2 
300 µl) por 10 min. To 
Lavar con agua corriente. 
 
 
 
 
ANEXO 2 
 
ambiente. 
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RELACION DE LAS ACTIVIDADES Y ENSAYOS LLEVADOS A CABO EN LA 
ESTANDARIZACION DE LA HIBRIDACION IN SITU PARA LA DETECCION DE 
S. AGALACTIAE 
 
- Adquisición de un vial del nucleótido Citosina marcado con Biotina (Biotin-
14-dCTP Invitrogen ®) para la síntesis y marcación de la sonda a emplear 
en el proceso de hibridación mediante la técnica de PCR, y dilución de éste 
para su empleo y almacenamiento.  
 
- Ajuste de las proporciones de cada nucleótido, incluyendo la citosina 
biotinilada, para usar en la reacción de PCR mediante la cual se sintetiza la 
sonda marcada. Se definieron estas cantidades así: 0,2 mM de A, T y G, 
0,6 mM de C sin marcar y 0,14 mM de C biotinilada.  
 
- Pruebas de síntesis de la sonda usando las cantidades de nucleótidos 
anteriormente citados y las mismas condiciones descritas para la detección 
por PCR del S .agalactiae. En las pruebas iniciales se corroboró la síntesis 
de la sonda deseada mediante electroforesis en geles de agarosa. En cada 
ensayo se hizo adicionalmente la cuantificación de la cantidad de ADN 
obtenido así como la evaluación de su pureza a través de la medición de su 
absorbancia a 260 y 280 nm.   
 
- Síntesis de sonda marcada de una sola cadena. Con el fin de descartar 
posibles problemas en la denaturalización de la sonda y que esto fuera una 
causa de la no hibridación, se intentó la síntesis de sonda de una sola 
cadena. Para esto se hace una PCR de rutina para S. agalactiae y se usa el 
producto de ésta como iniciador de una segunda reacción donde se usa 
solamente el primer de reversa y la adición de Citosina biotinilada en la 
mezcla de nucleótidos; de esta forma se obtiene la amplificación del ADN 
pero en un solo sentido, es decir, fragmentos de ADN de una sola hebra, 
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los cuales no es necesario denaturalizar. Prueba de la síntesis de esta 
sonda mediante electroforesis en geles de agarosa.  
 
- Estandarización de la técnica de Dot Blot para su uso con ácidos nucléicos 
y bacteria completa. Para disminuir un poco el background se probó sin 
resultados significativos el uso de azida de Na (0,2 N) con peróxido de 
hidrógeno en metanol. Se hicieron ensayos para ajustar la dilución de 
streptavidina-peroxidasa y su tiempo de incubación; se definieron como 
condiciones de trabajo una dilución de 1:200 y un tiempo de incubación de 
10 minutos. Con estas condiciones fue posible comprobar la marcación 
positiva de las sondas sintetizadas mediante la técnica de PCR. 
 
- Ensayos de hibridación sobre membranas de nitrocelulosa con la sonda 
sintetizada mediante PCR:  
o Ensayos con ADN purificado de S.agalactiae y con bacteria completa 
o Denaturalización del ADN por ebullición por 5 o 10 minutos y puesta 
en hielo por 2 o 10 minutos 
o Diferentes grados de astringencia de los lavados posteriores a la 
hibridación (0,1XSSC/0,1%SDS a 55oC o 42 o
o Diferentes tiempos de incubación con el conjugado streptavidina-
peroxidasa (10 y 30 min. ).  
C). 
 
- Ensayos de hibridación en láminas con poly-L-Lysina con la sonda 
sintetizada mediante PCR:  
 
o Se hicieron en general los mismos ensayos descritos para la 
hibridación de papel de nitrocelulosa. Se usaron tejidos positivos y 
negativos para la presencia de S. agalactiae. 
o Ensayos con diferentes concentraciones y orígenes de Proteinasa K 
y Lysozima.  
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- Adquisición de una sonda comercial para S. agalactiae. Con el objetivo de 
descartar posibles fallas en la síntesis de la sonda, se tomó la decisión de 
comprar una sonda comercial diseñada contra S. agalactiae (S. agalactiae 
16S rRNA Oligonucleotide probe pack GeneDetect ®), la cual viene con un 
control positivo (sonda polydT) que debe adherirse a cualquier fragmento 
de RNA.  
 
- Ensayos de hibridación con la sonda comercial sobre membranas de 
nitrocelulosa y en láminas de poly–L-lysina con tejidos positivos a la 
presencia de S. agalactiae:  
o Ensayos con ADN purificado y con bacteria completa de S. 
agalactiae (de campo), S. agalactiae (cepa ATCC), Streptococcus 
sp. y Aeromonas hydrophila.  
o Se siguió el protocolo descrito por Hugenholtz et al. (2001) para la 
evaluación de sondas de oligonucleotidos.  
o Temperaturas de los tratamientos de permeabilización: 37oC, 42 oC 
55 oC y To 
o Un solo lavado post-hibridación.  
ambiente.  
o Concentraciones de Proteinasa K: 10, 100, 300, 500, 1000 µg/ml.  
o Tiempos de la incubación con Proteinasa K: 15 min, 30 min. 1 hora y 
2 horas.  
o Concentraciones de lysozima: 7, 10 y 23 mg/ml. 
o Concentraciones de formamida: 35 y 50% 
o Tratamientos adicionales de permeabilización: Incubación con HCL 
(0,2N) x 10 min. To ambiente. Calentamiento en microondas en buffer 
citrato (pH 6,0) 3 x 5 min. Incubación en ácido metílico (HCL 0,5 N en 
metanol) x 10 min. To ambiente. Incubación en Triton X-100 (0,3%) x 
15 min. To 
o Temperatura de hibridación: 27
ambiente. 
 oC, 37oC, 42 oC, 46 oC y To 
o Hibridación en cámara húmeda y bolsas de hibridación.  
ambiente. 
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ANEXO 3 
 
PROTOCOLO PARA LA HIBRIDACION DE RNA EN PLACAS CON 
AMPLIFICACION DE LA SEÑAL CON TIRAMIDA 
 
1. Preparar las láminas de poly -L-lysina (5 pases) 
2. Hacer cortes delgados (3µm) 
3. Tres lavados con xylol de 2 min c/u, To
4. Dos lavados con etanol 100% de 2 min. c/u, T
 ambiente.  
o 
5. Un lavado con etanol al 95% de 5 min, T
ambiente. 
o 
6. Un lavado con etanol al 70% de 5 min, T
ambiente. 
o 
7. Un lavado con etanol al 50% de 5 min, T
ambiente. 
o 
8. Dos lavados rápidos con DEPC-H
ambiente. 
2O (diethilpirocarbonato), To 
9. Dos lavados con DEPC- PBS de 5 min. c/u, T
ambiente. 
o 
10. Un lavado con paraformaldehido 4% en 0.1M PB fresco x 10 -15 min, T
ambiente. 
o 
11. Dos lavados con PBS x 5 min. c/u, T
ambiente. 
o 
12. Incubar con 0,3 % H
ambiente. 
2O2 en PBS x 30 min, To 
13. Tres lavados con PBS x 5 min. c/u, T
ambiente. 
o 
14. Incubar en buffer TEA 0,1 M (trietanolamina). Agregar anhídrido acético 0,25% 
(v/v). Mezclar bien e incubar x 5 min. Agregar anhídrido acético adicional hasta 
0,5% (v/v). Incubar por otros 5 min, T
ambiente. 
o 
15. Un lavado con 2XSSC x 3 min, T
ambiente. 
o 
16. Incubar con proteinasa K 4 µl (100 μg/ml) en buffer THCL 50mM, 10mM CaCl
ambiente. 
2, 
pH 8,0. x 60 min. a 37 o
17. Un lavado con glicina (2 mg/ml) en PBS, x 1 min, T
C, con agitación suave.  
o 
18. Un lavado con PBS x 5 min, T
ambiente. 
o 
19. Incubar con lysozima (23 mg/ml) en buffer TE 1X, pH 8,0., x 90 min. a 37
ambiente. 
o
20. Un lavado con PBS x 5 min, T
C, 
con agitación suave. 
o ambiente. 
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21. Incubar con buffer Tris-SDS (100mM Tris HCL pH 9.0, y 4% de SDS) x 30 min. 
a 37o
22. Dos lavados con PBS x 5 min. c/u, T
C, con agitación suave. 
o 
23. Incubar con estreptavidina x 10 min, T
ambiente. 
o
24. Tres lavados con PBS x 5 min. c/u, T
 ambiente. 
o 
25. Preparar y precalentar la solución de pre-hibridación a 39 
ambiente. 
o
a. 20 XSSC        4 ml 
C, para 20 ml:   
b. Dextran sulfato       4 g 
c. Formamida desionizada     10 ml 
d. Mezclar bien y calentar x 3 a 4 horas. Añadir:  
e. PolyA (10 mg/ml)      0.5 ml 
f. Herring sperm (10 mg/ml)    0.5 ml 
g. tRNA (10 mg/ml)     0.5 ml 
h. DTT (de una sol. 1M)       2 ml 
i. 50X Sol Denhardt´s     0.2 ml  
26. Incubar en la solución de prehibridación x 2 horas a 39 o
27. Adicionar la sonda a la solución de prehibridación fresca (800 ng/ml). Incubar a 
39 
C, empleando bolsas 
de hibridación.  
o
28. Un lavado rápido con 1XSSC (10mM DTT), T
C x 18-24 horas.  
o 
29. Dos lavados con 1XSSC (10mM DTT) x 15 min. c/u. a 42 
ambiente. 
o
30. Dos lavados con 0.5XSSC (10mM DTT) x 15 min. c/u. a 42 
C. 
o
31. Un lavado con 0.5XSSC (10mM DTT) x 10 min, T
C. 
o 
32. Incubar en la solución de bloqueo 1% (10 mg/ml) en PBS x 60 min, T
ambiente. 
o 
33. Tres lavados con PBS x 5 min. c/u, T
ambiente. 
o 
34. Incubar con la solución del conjugado estreptavidina-peroxidasa (1:200) en 
reactivo de bloqueo (1% en PBS), x 30 min, T
ambiente. 
o 
35. Tres lavados con PBS x 5 min. c/u. T
ambiente. 
o
36. Incubar con la solución de trabajo de la tiramida x 10 min. T
 ambiente. 
o ambiente. 
 93 
37. Tres lavados con PBS x 5 min. c/u. To
38. Incubar con la solución del conjugado estreptavidina-peroxidasa (1:200) en 
reactivo de bloqueo (1% en PBS), x 30 min, T
 ambiente. 
o 
39. Tres lavados con PBS x 5 min. c/u. T
ambiente. 
o
40. Incubar con la solución de detección (DAB 0,6 mg/ml, THCL 50 mM pH 7,6, 
H
 ambiente. 
2O2 0,2%) por 10 min, To
41. Lavar con agua corriente.  
 ambiente. 
42. Un lavado con hematoxilina x 5 min, To
43. Lavar con agua corriente hasta que salga la coloración.  
 ambiente. 
44. Pases por alcohol ácido al 0,4%, agua destilada, agua amoniacal y agua 
destilada. Lámina por lámina, To
45. Un lavado con etanol al 70% x 5 min, T
 ambiente. 
o
46. Un lavado con etanol al 90% x 3 min, T
 ambiente. 
o
47. Un lavado con etanol 100% x 3 min, T
 ambiente. 
o
48. Dos lavados con xylol de 2 min. c/u, T
 ambiente. 
o
49. Montaje con Entellan. 
 ambiente. 
 
 
 
 
